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PREFAZIONE

La fertilizzazione in vitro mediante ICSI & uno strumento formidabile nelle mani dei
tecnici della riproduzione, cui consente oggi di far procreare coppie destinate fino a
pochi anni or sono a rimanere irrimediabilmente sterili.

L'esperienza clinica quotidiana dimostra tuttavia, e sempre piu spesso, da un lato
un ricorso pressoché sistematico a tale procedura nella gestione dell'infertilita di
coppia, e dall'altro la rinuncia preventiva, spesso acritica, ad ogni altro trattamento
dell'infertilita maschile proteso, laddove possibile, ad ottenere gravidanze sponta-
nee, trascurando addirittura la ricerca delle cause delle dispermie. Quest'ultimo
comportamento, mal giustificato anche dalle considerazioni economiche talvolta
addotte, ci sembra rispondere poco a criteri sia etici che scientifici.

Questa serie di volumi, programmati per uscire con cadenza regolare, intende con-
tribuire a rafforzare I'opera svolta dalle Societa Scientifiche andrologiche: /a forma-
zione e I' informazione permanente del clinico dell'infertilita maschile, al fine di ren-
dere piu incisivo e piu consono alle esigenze dell'etica e del sapere clinico e scien-
tifico il suo ruolo operativo nella gestione delle coppie infertili.

Il materiale che verra via via presentato al lettore & costituito da articoli di overview
su argomenti clinici di attualita, scritti in larga misura da noti esperti internazionali
ed in minor parte derivati dalla nostra pluriennale esperienza clinica. Su ogni argo-
mento trattato verra comunque privilegiata la autorevolezza degli Autori alla con-
vergenza delle loro opinioni.

Questo nostro lavoro costituisce I'ideale prosecuzione di un obiettivo che gia anni
addietro avevamo iniziato a perseguire con i volumi Diagnosing Male Infertility e
Treating Male Infertility. | compito odierno & altrettanto ambizioso ma, considerati il
numero e la rilevanza degli esperti gia coinvolti in questa iniziativa, confidiamo di
riuscire a soddisfare le aspettative dei colleghi che si accostano all'infertilita
maschile.

Giovanni M. Colpi



PRESENTAZIONE

La diagnostica del maschio infertile si basa oggi su indagini pressoché non
invasive, tra le quali quelle ecografiche hanno certamente un ruolo di primo piano
per la facilita di esecuzione ed il costo contenuto. Parallelamente a quanto e per il
ginecologo, anche I'andrologo dovrebbe essere un ecografista dell'apparato di com-
petenza. Abbiamo pertanto strutturato i primi due articoli di questo volume come dei
mini-atlanti ecografici dei testicoli e delle vie seminali: cio dovrebbe aiutare il letto-
re ad orientarsi piu facilmente tra le componenti secretoria ed ostruttiva delle di-
spermie, ed a sospettare il tipo delle eventuali patologie ostruttive.

La parte sul color-doppler scrotale € stata integrata da dati clinici, ed anche
da opinioni personali frutto dell'esperienza di oltre quindici anni di indagini strumen-
tali applicate all'attivita chirurgica.

Nel terzo articolo vengono presentate le varie tecniche chirurgiche per ten-
tare di ripristinare la fertilita spontanea nelle ostruzioni delle vie seminali prossima-
li, inclusa la recente e promettente tecnica di Marmar (semplificazione della analo-
ga di Berger). La possibilita di una ricostruzione della via seminale appare oggi
eccessivamente trascurata nella pratica clinica: abbiamo osservato troppi pazienti
gia inviati alla ICSI con TESE senza esito positivo che erano portatori di ostruzioni
correggibili. La microchirurgia ricostruttiva dovrebbe essere sempre a disposizione
di un Andrologo, o per proprie capacita personali o attraverso specifiche collabora-
zioni con colleghi esperti.

Il recupero per ICSI di spermatozoi nelle forme non-ostruttive di azoosper-
mia € argomento di attualita capitale. In queste forme troppo spesso abbiamo
osservato il ricorso alla sola tecnica dell'agoaspirato, con i suoi magri risultati. Nel
quarto articolo vengono valutate tutte le tecniche in uso con i loro limiti, e I'autore
presenta le basi empiriche e scientifiche della tecnica microchirurgica oggi nota con
il suo nome.

Infine, di ICSI si parla correntemente nella gestione quotidiana dell'infertili-
ta maschile: percio ci € sembrato utile riproporre una serie organica di informazioni
metodologiche su tale procedura in una Appendice destinata ai giovani andrologi.

G.M.C.
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ECOGRAFIA ED ECOCOLORDOPPLER SCROTALE

Giovanni M.Colpi e Luciano Negri

Servizio di Andrologia, Ospedale San Paolo - Polo Universitario (Milano)

Introduzione

L'ecografia e I'ecocolordoppler scrotale (ES)
vengono utilizzati per lo studio di patologie
urologiche come le orchiepididimiti acute o
sub-acute, le neoplasie testicolari, i traumi
scrotali e le grosse cisti dell’epididimo (Rifkin
et al. 1984; Hamm, 1994, Watson & Older,
1994). La recente disponibilita di apparec-
chiature e di sonde ad alta definizione hanno
ampliato la loro applicazione anche allo stu-
dio della infertilita maschile, ove spesso le
alterazioni delle gonadi e degli annessi scro-
tali risultano sfumate e richiedono una valu-
tazione molto attenta.

Indicazioni alla ES nell’infertilita maschi-
le

1) Confermare o documentare patologie il
cui trattamento medico o chirurgico pud
migliorare la qualita del seme:

- Varicocele

- Anomalie epididimarie compatibili
con ostruzione parziale o completa
dell'organo

- Idrocele

- Malposizionamenti delle gonadi

2) Riconoscere patologie responsabili di
dispermia, non correggibili ('unica solu-
zione rimane la fecondazione medical-
mente assistita):

- Orchiopatia secretoria
(Lenz et al., 1993)

- Microlitiasi testicolare
(Weinberg etal., 1973)
- Ectasia della rete testis

(Brown et al, 1992)

3) Riconoscere patologie interferenti con la
salute generale del paziente:

- Carcinoma non palpabile del testicolo

Non & da sottovalutare poi il fatto che la

documentazione ultrasonografica viene oggi
spesso utilizzata come elemento probatorio
nei sempre piu frequenti casi di contenzioso
tra medico e paziente, e pertanto una ES
accuratamente refertata € auspicabile prima
di proporre qualsiasi tipo di intervento chirur-
gico inerente la fertilita maschile.
L'ES dovrebbe essere sempre proposta nel
paziente dispermico. Nel paziente infertile
normozoospermico andrebbe proposta
quando i dati anamnestici [pregressi traumi
scrotali, episodi di orchialgia, infezioni delle
vie seminali (=MAGI), ecc.], palpatori (irre-
golarita mono- o bilaterale delle gonadi o
degli epididimi o dei funicoli, varicocele, idro-
cele) o seminologici (calo progressivo dei
parametri seminali) facciano sospettare I'esi-
stenza di patologie in grado di degradare nel
tempo la qualita seminale, come per esem-
pio il varicocele (Witt & Lipshultz, 1993) o le
patologie (sub)ostruttive dell’epididimo
(Jequier et al., 1983).

Anomalie ultrasonografiche: prevalenza
nella popolazione maschile infertile

La prevalenza delle anomalie ultrasonografi-
che degli organi intrascrotali (Tabella 1) risul-
ta piu elevata negli infertili rispetto alla popo-
lazione generale (~ 30%) (Leung et al.,

1984).

Come si pud notare nella Tabella 1 esistono

differenze nella prevalenza delle singole

anomalie tra le varie casistiche. Queste dif-
ferenze sono certamente da attribuire ad
alcuni biases:

- la preselezione dei pazienti che si sono
rivolti a Centri di Infertilita di 2° livello
che si qualificano per una determinata atti-
vita ( p.e. la terapia endocrinologica, o la



microchirurgia delle vie seminali, 0 la
fecondazione assistita);

- il particolare interesse scientifico del
Centro nei confronti di una patologia
rispetto ad altre;

- differenze metodologiche nella esecuzione
dell’esame ultrasonoro ed utilizzo di diffe-
renti apparecchiature.

considerata utile.

natura non maligna.

Tabella 1

(1048 pz.)
Varicocele 18,5%
Anomalie epididimo (2) 19,2%
Idrocele 9,9%
Orchiopatia secretoria (3) 21,4%
Microlitiasi testicolare
Ectasia rete testis/cisti testicolari 1,1%
Tumori testicolari 0,5%

Behre et al., 1995 Pierik et al., 1999 Colpi et al., 1997

(1372 pz.) (1113 pz.)
29,7% 23,7%(44,6%)(1)
7,6% 54,9%
3,2% 2,7%
19,4%
0,9% 2,3%
0,7% 2,8%
0,5% 0,18% (1%)(4)

(1) La percentuale si riferisce ai casi con varicocele franco (varici con diametro 23 mm e
presenza di reflusso venoso spontaneo). La percentuale tra parentesi comprende anche i
casi con varicocele sub-clinico (non palpabile, o con vene del diametro < 3 mm, o senza
reflusso venoso spontaneo), la cui correzione chirurgica non € universalmente

(2) Nelle anomalie dell'epididimo sono compresi gli incrementi volumetrici dell'organo, le
cisti e le anomalie dell'ecopattern: queste ultime rappresentano la quota maggiore delle
anomalie riscontrate da Colpi et al. (1997).

(3) Con il termine orchiopatia secretoria si intendono tutte le alterazioni dell'ecopattern
testicolare riconducibili ad un danno della spermatogenesi (Lenz et al., 1993)

(4) La percentuale tra parentesi si riferisce alla prevalenza di noduli intratesticolari di

Note di tecnica

Quando si esegue I'ES in un paziente infer-
tile bisogna sapere innanzitutto cosa cerca-
re. Se I'esecutore non ha ben chiara la fisio-
patologia della riproduzione maschile &
meglio che si astenga da tale attivita, altri-
menti rischia di fornire al clinico dei dati non
corretti o incompleti. Questo pud comportare
conclusioni diagnostiche, prognostiche e
terapeutiche errate, con gravi ripercussioni
mediche, medico-legali ed etiche. In caso di
responso ultrasonografico non convincente
€ meglio fidarsi dei soli dati anamnestici, pal-
patori e seminologici.

Prima di iniziare I'esame il medico deve
chiedere al paziente informazioni sintetiche
sulla sua storia clinica e seminologica ed
eseguire una visita che appuri la sede, le

dimensioni e la consistenza dei testicoli,
degli epididimi e dei dotti deferenti. Sono
auspicabili anche una valutazione del vari-
cocele in ortostatismo e l'ispezione di even-
tuali forme di ipermobilita gonadica.
L'indagine deve essere condotta con appa-
recchiature ad alta definizione, dotate di
sonde ad alta frequenza. Nel nostro Centro
di Infertilita utilizziamo apparecchiature
Esaote AU4 e AU5 con sonde lineari da
7,5-10 MHz (per lo studio dell’epididimo
sono disponibili anche sonde da 13 MHz).
Lo strumento deve fornire un eccellente det-
taglio sull’ecopattern epididimario (sede di
frequenti anomalie della canalizzazione
della via seminale) e della polpa testicolare
(una polpa finemente disomogenea deve
orientare verso una patologia secretoria).



Gli organi intrascrotali devono essere studia-
ti sia in clino- che in ortostatismo, possibil-
mente in condizioni di astinenza sessuale
standard. La nostra scuola esegue da sem-
pre 'esame a poche ore di distanza dall’eja-
culazione per 'esame seminale. In tal modo
€ possibile escludere che una dilatazione
epididimaria sia da imputare ad una astinen-
za sessuale protratta, mentre I'iperafflusso
sanguigno locale favorisce la documentazio-
ne di piccoli varicoceli. | testicoli, gli epididi-
mi ed i funicoli devono essere valutati con
scansioni longitudinali e trasversali.

IL TESTICOLO

Il volume testicolare pud essere calcolato
con la formula dell’ellissoide [0,52 xax b x ¢
(dove a, b, c sono i tre diametri testicolari)],
sebbene le moderne apparecchiature pos-
siedano il software necessario per calcolarlo
automaticamente. Il volume gonadico di 600
maschi infertili consecutivi € risultato 14,7 +
4,5 ml a destra e 13,8 £ 4,2 ml a sinistra
(Negri, dati personali), cioé inferiore ai valori
dei soggetti normali: infatti alcuni testi ameri-
cani definiscono “atrophic” i testicoli di volu-
me < 15 ml. Cio a conferma della genesi pre-
valentemente testicolare di molte dispermie.
“La ecostruttura del testicolo & caratterizzata
da echi fini, addensati, disposti con grande
omogeneita, la cui intensita € medio-
alta...(Fig. 1). Ogni disomogeneita deve
essere considerata anomala” (Menchini-
Fabris et al., 1989).

Fig. 1:Testicolo normale con ecopattern omogeneo ad
echi fini ed addensati ad intensita medio-alta

Testicoli interessati da orchiti batteriche o
virali (Fig. 2), oppure orchipessati (Fig. 3),
oppure con lesioni aspecifiche del tipo scle-
rosi tubulare o fibrosi interstiziale (Fig. 4)
spesso presentano ecopattern finemente
disomogeneo, con aree debolmente iper- o
ipoecoiche e di estensione variabile da
gonade a gonade e da soggetto a soggetto
(Einstein et al., 1992; Lenz et al., 1994).

Fig. 2: Esiti di orchite virale. L'ecopattern appare di-
somogeneo con ampi settori iperecoici alternati a zone
ipoecoiche (frecce).

Fig. 3: Testicolo orchipessato. L’ecpattern appare
disomogeneo, con zolle ipoecoiche (si confronti con il
testicolo normale della figura 1).

Fig. 4: Ecopattern disomogeneo in azoospermico

(sclerosi tubulare).



Per contro i pazienti affetti da arresti matura-
tivi puri della spermatogenesi hanno gonadi
di aspetto ecografico normale.

Lenz et al. (1993) hanno proposto una clas-
sificazione dell’ecopattern testicolare basato
su uno score da 1 a 5 (1: molto regolare; 2:
lievemente irregolare; 3: irregolare con pic-
cole aree di disomogeneita; 4: irregolare con
ampie zone disomogenee; 5: irregolare con
aree ben demarcate che fanno sospettare
una neoplasia). Nella popolazione generale
lo score mediano risulta pari a 2, mentre
nella popolazione degli infertili & pari a 3
(Lenz et al. 1994).

Microlitiasi testicolare

La microlitiasi testicolare € una anomalia
abbastanza rara caratterizzata dalla presen-
za di microcalcificazioni (0,5-2 mm di diame-
tro) all'interno dei lumi dei tubuli seminiferi
(Weinberg et al., 1973; Nistal et al., 1979;
Vegni-Talluri et al., 1980). L'anomalo proces-
so di calcificazione prenderebbe origine da
cellule degenerate dell’epitelio seminifero
attorno le quali si formerebbero strati con-
centrici di tessuto collagene (Vegni-Talluri et
al., 1980).

La microlitiasi testicolare & stata descritta
bilateralmente in giovani maschi criptorchidi
o con ritardata discesa delle gonadi nello
scroto (Weinberg et al., 1973; Nistal et al.,
1979; Vegni-Talluri et al., 1980; Mullins et al.,
1986, Janzen et al., 1992), in pazienti affetti
da sindrome di Klinefelter (Lanman et al.,
1960) o da microlitiasi alveolare del polmone
(Coetzee, 1970). La stessa anomalia € stata
di recente riscontrata anche in casi di semi-
noma testicolare (Kragel et al., 1991; Janzen
et al., 1992). La microlitiasi testicolare & tut-
tavia osservabile anche in soggetti apparen-
temente sani, affetti da orchialgia (Smith et
al., 1991; Janzen et al., 1992) o da disper-
mia (Schantz & Milsten, 1976; Janzen et al.,
1992). In questi casi le lesioni non sembrano
evolvere nel tempo.

In uno studio retrospettivo, Hobarth et al.
(1992) hanno trovato una prevalenza della
microlitiasi testicolare pari allo 0,6% (11 casi
su 1710 ecografie testicolari). Lo stesso
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ricercatore ha descritto successivamente 16
casi di microlitiasi testicolare (1993), sei dei
quali erano associati a tumore testicolare
(44%). La prevalenza di microlitiasi testicola-
re sembra essere maggiore nella popolazio-
ne infertile; Colpi et al. (1997) hanno docu-
mentato 25 casi di microlitiasi su 1113
pazienti infertili consecutivi (2,3%).

Sotto il profilo ecografico il parenchima testi-
colare presenta minuscoli foci iperecoici privi
di cono d’'ombra (I'esiguita delle lesioni non &
in grado di attenuare il fascio di ultrasuoni).
La densita di tali foci appare molto variabile
allinterno del parenchima, passando da
poche decine (Fig. 5) fino a un migliaio (Fig.
6).

Fig. 5: Microlitiasi testicolare di lieve entita. Nella por-

zione craniale del testicolo (a sinistra nell'immagine) si
osservano poche decine di minuscoli spots iperecoici,

privi di cono d’ombra.

Fig. 6: Severa microlitiasi testicolare. Il parenchima
testicolare e in larga parte occupato da spots iperecoi-
ci ( “snow-storm testis” ). Paziente infertile con oligo-
asteno-teratozoospermia ingravescente.



Questi ultimi casi, definiti da Roberts &
Loughran (1993) “testicoli a tempesta di
neve” sono spesso associati a neoplasia
testicolare. Nella nostra casistica relativa a
1113 pazienti infertili, i casi di “testicoli a tem-
pesta di neve” sono stati quattro. La biopsia
testicolare estemporanea ha diagnosticato
un carcinoma embrionario bilaterale in un
paziente sottoposto altrove a varicocelecto-
mia per dispermia 3 mesi prima. Il paziente
non aveva ovviamente effettuato in prece-
denza l'ecocolordoppler scrotale. All'esame
obiettivo le gonadi erano di volume normale
ma di consistenza ridotta e non si apprezza-
vano noduli. Al’anamnesi familiare emerge-
va che il fratello era deceduto alcuni anni
prima per lo stesso tipo di tumore. Nei
restanti tre pazienti la biopsia testicolare non
ha documentato neoplasia. | markers neo-
plastici ed il controllo ecografico sono allo
stato attuale negativi.

La microlitiasi testicolare deve essere distin-
ta da altri tipi di aree testicolari iperecoiche:
calcificazioni di granulomi, di ematomi o di
tumori (Grantham et al., 1985; Martin &
Tubiana, 1988; Nashan et al., 1990; Comiter
et al., 1996, Kayada et al., 1996)(Figg. 7, 8).

Fig. 7: Una calcificazione isolata del testicolo destro,
non palpabile, indicata dalla freccia.

Orchidometria ridotta, oligo-asteno-teratozoospermia
severa. Il paziente nega traumi o altre patologie scrota-
li. Follow-up a 3 anni: invariato.

In questi casi di norma l'area risulta solitaria
e di dimensioni maggiori. Anche I'anamnesi
e la palpazione (piccoli noduli intratesticolari
o irregolarita dell’albuginea) aiutano nella
diagnosi differenziale.
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Fig. 8: Una grossa calcificazione con fascio di attenua-
zione all’interno del testicolo, indicata dalla freccia. Esiti
di ematoma traumatico inveterato.

Lesioni occulte del testicolo

L’ esecuzione routinaria della ES su maschi
infertili consente non raramente di osserva-
re noduli ben demarcati nel testicolo, non
apprezzabili alla palpazione e che fanno
sospettare una patologia neoplastica. Tali
lesioni possono essere singole o multiple,
localizzate nella parte centrale o periferica
della gonade e a volte sembrano interessa-
re sia il testicolo che I'epididimo. In alcuni
casi si osserva una abbondante vascolariz-
zazione peri- ed intralesionale; in altri casi
anche il power-doppler non evidenzia alcun
flusso arterioso iuxta-lesionale. Sotto il profi-
lo ecostrutturale tali lesioni possono presen-
tarsi come aree ipoecoiche omogenee,
molto ben definibili rispetto al parenchima
sano circostante (Fig. 9), sebbene i margini
possano a volte risultare irregolari, sfumati e
senza un ben definito piano di clivaggio. Le
loro dimensioni variano da pochi millimetri
fino ad un centimetro.

Fig.9 : Nodulo ipoecoico intratesticolare a margini irre-
golari. Esame istologico : area di atrofia.



Altre volte tali aree presentano un ecopat-
tern disomogeneo (iper-ipo-anecoico) e I'e-
same istologico documenta fenomeni di
necrosi, emorragia o calcificazioni (Fig. 10).

e

Fig. 10: Esiti di trauma testicolare bilaterale in pazien-
te divenuto azoospermico. L’ecopattern testicolare
risulta gravemente alterato, con aree ipo-anecoiche
(freccia gialla) e calcificazioni (freccia bianca).

Esistendo un overlap ultrasonografico tra
lesioni benigne e maligne (Einstein et al.,
1992; Lenz, 1991), non sempre € possibile
stabilire una precisa diagnosi con la ES.
Pertanto qualunque anomalia ecografica
nodulare del testicolo va considerata una
potenziale neoplasia e va quindi gestita di
conseguenza, specialmente quando la si
osservi in testicoli orchipessati, o ipotrofici, o
in pazienti nei quali sia nota una anomalia
cromosomica (p.e. Sindrome di Klinefelter).

Fig. 11: Lesione ipo-anecoica intra-parenchimale (frec-
cia gialla). Il power-doppler documenta una abbondan-
te vascolarizzazione perilesionale (leydigioma monola-
terale).

Nel nostro Centro ricorriamo di routine alla
inguinotomia esplorativa quando le lesioni
ultrasonografiche risultano iper-vascolariz-
zate (Fig. 11) el/o palpabili, e 'anamnesi
esclude traumi scrotali recenti.

Nelle lesioni di piccola taglia (non palpabili)
senza una evidente ipervascolarizzazione
locale al power-doppler si possono ragione-
volmente controllare mensilmente i markers
neoplastici testicolari e I'ES. L'eventuale
positivizzazione dei markers e/o 'aumento
volumetrico della lesione ecografica impor-
ranno il ricorso alla inguinotomia esplorativa.
Come riportato nella tabella 1, il tasso di
neoplasie maligne riscontrate occasional-
mente nel corso di accertamenti risulta piu
elevato nella popolazione degli infertili
(1/200), rispetto alla popolazione generale
Europea (1/20.000) (Behre et al., 1995;
Pierik et al., 1999). Nel nostro Centro il tasso
risulta inferiore (~1/550); dei due casi di neo-
plasia occulta (non palpabile) da noi riscon-
trati su 1113 pazienti, uno era un seminoma
tipico monolaterale (Fig. 12) mentre I'altro
era un leydigioma monolaterale (Fig. 11).

Fig. 12: Un nodulo ipoecoico ben demarcato rispetto al
parenchima circostante indicato dalle frecce bianche (a
sinistra in scansione trasversale, a destra in scansione
longitudinale). Esame istologico estemporaneo: semi-
noma tipico.

In altri 12 pazienti (1%) 'ES documentava
lesioni sospette per neoplasia. Nessuna di
queste & evoluta ad un follow-up a 24 mesi.
Nei 4 casi sottoposti ad inguinotomia esplo-
rativa la diagnosi istologica ha documentato
un nodulo di iperplasia leiomiomatosa epidi-



dimo-testicolare, una calcificazione di granu-
loma intratesticolare, un nodulo di sclerojali-
nosi testicolare (Figg. 13 e 14) e una cisti
epidermica del testicolo (Figg. 15 e 16).

Fig. 13: Le frecce bianche indicano una vasta area
omogeneamente ipoecoica delimitata da un orletto iper-
ecoico nella porzione caudale della gonade, in prossi-
mita della coda dell’epididimo.

Fig. 14: Stesso caso (reperto intraoperatorio): I'area
ipoecoica risulta essere tessuto sclerotico. Esame isto-
logico estemporaneo: sclero-jalinosi gonadica.

Fig. 15: Noduli iperecoici intratesticolari con cono d’'om-
bra riscontrati in paziente afferito per dispermia asso-
ciata a varicocele sinistro.
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illustrato

Fig. 16: Reperto intraoperatorio del caso
nella fig. 15. Presenza di due formazioni biancastre di
consistenza elevata, nettamente delimitate dal paren-

chima testicolare circostante. Diagnosi istologica
estemporanea: cisti epidermoidi (lesione benigna).

L’EPIDIDIMO

L'epididimo risulta sempre valutabile nella
porzione cefalica, la cui sezione longitudina-
le appare come un semicerchio con base
adagiata sul polo superiore del testicolo (Fig.
17). In alcune sezioni pud assumere forma
vagamente triangolare.

[l diametro cranio-caudale nei soggetti fertili
e paria 9,2+ 28 mm a destrae 9,3 + 3,0
mm a sinistra (Negri et al., dati personali). |l
corpo dell’epididimo non & sempre facil-
mente distinguibile e comunque la sua valu-
tazione ha una minore rilevanza clinica. La
quasi totalita delle patologie ostruttive o
degenerative dell’epididimo colpiscono infat-
ti la porzione craniale e la cauda. Inoltre,
quando ¢ interessato il corpus, lo sono per
definizione anche il caput o la cauda e per-
tanto risulta sufficiente lo studio di queste
due porzioni. La cauda epididymis (o0 meglio
'ansa epididimo-deferenziale) risulta facil-
mente indagabile (Fig. 18). A tale proposito
bisogna evitare di confondere la coda con il
caput quando € presente inversione vertica-
le del testicolo, condizione quest'ultima
responsabile di alterazioni spermatozoarie
come la ridotta motilita (Bedford et al.,
1994), la minore capacita di binding alla
zona pellucida e di reazione acrosomiale
(Lakoski et al., 1988), e la ritenzione di dro-
plets citoplasmatici i cui enzimi sono stati
messi in relazione con un danno da reazio-
ne perossidasica (Huszar & Vigue, 1994).



Fig. 19: Caput epididymis micropolicistico (le frecce
gialle indicano alcune cisti). Una modesta falda di idro-
cele (area anecoica indicata dall’asterisco) é visibile
nella parte sinistra della foto. T = testicolo.

Fig. 17: Caput epididymis normale (frecce gialle) come
appare in ecografia (sopra) e in sede intraoperatoria
(sotto).

Fig. 20: Il caput epididymis appare dilatato ed il suo
ecopattern risulta in buona parte iperecoico. T = testi-
colo.

cauda

Fig. 18: Le tre porzioni dell’epididimo (in questo caso di
aspetto normale) in una scansione longitudinale.

Il caput epididymis normale (ideale) mostra
un ecopattern omogeneo, isoecoico rispet-
toa quello della gonade (Fig. 17). Con il ter-
mine ecopattern disomogeneo si intendono
tutti quei quadri anomali caratterizzati dalla

Fig. 21: Il caput epididymis (indicato dalle frecce) pre-

presenza di aree iper- e/o ipoecoiche, senta ecopattern disomogeneo misto (presenza di aree
microcalcificazioni, cisti o microcisti (figg. ipo-anecoiche alternate ad aree iperecoiche). T = testi-
1 9_22) colo.
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Fig. 22: Caput epididymis di piccole dimensioni (indica-
to dalla freccia) ma con ecopattern disomogeneo misto
(presenza di microcisti alternate a spots iperecoici).
T = testicolo.

Il caput epididymis & la sede piu frequente di
ostruzione o subostruzione (congenita o
acquisita) (Dubin & Amelar, 1981; Hendry et
al., 1983; Micic, 1987; Pryor, 1992) e non
infrequentemente, insieme alla coda, tende
a dilatarsi quando sia presente una ostruzio-
ne delle via seminale a valle (dotto deferen-
te o dotti ejaculatori). Un ecopattern disomo-
geneo del caput epididymis si associa fre-
quentemente a processi di natura ostruttiva
(Colpi et al., 1994)(Figg. 23-25) e pertanto lo
studio ultrasonografico dell’organo va con-
dotto con estrema precisione, ricorrendo a
molteplici scansioni longitudinali e trasversa-
li dell’organo.

Fig. 23: Quadro intraoperatorio di agenesia di corpus-
cauda epididymis e del dotto deferente. Il caput epi-
didymis (freccia) appare dilatato e in trasparenza si
osservano tubuli dilatati e parenchima discromico.
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Ares
discromiche

Fig. 24: Quadro intraoperatorio di subostruzione del
caput epididymis in paziente gravemente dispermico
asintomatico. Anamnesi muta e biopsia testicolare
normale. Le frecce indicano aree di discromia epididi-
maria (esame istologico: depositi di pigmento simil-
lipofuscinico, infiltrato di macrofagi, tubuli epididimari
incarcerati da sclerojalinosi interstiziale).

Fig. 25: Il caput epididymis (indicato dalle frecce) appa-
re dilatato, di colorito bruno-verdastro. Paziente affetto
da azoospermia associata ad ipoposia. Biopsia testico-
lare normale; presenza di numerosi spermatozoi nei
dotti deferenti a valle degli epididimi. Normale pervieta
dei dotti ejaculatori durante lavaggio anterogrado delle

vie seminali distali. ~Conclusioni: stasi epididimaria
secondaria ad alterato svuotamento delle vie seminali
distali su base funzionale.



L’ILO TESTICOLARE E LA RETE TESTIS
L'ilo risulta sempre visibile come una banda
iperriflettente disposta lungo I'asse maggiore
del testicolo, in prossimita del margine
posteriore (Fig. 26). L'ilo (o mediastino) testi-
colare & formato da tessuto connettivo, vasi
sanguigni, nervi e dotti seminali intratestico-
lari (rete testis, tubuli efferenti). In alcuni
soggetti appare di dimensioni modeste, in
altri appare molto sviluppato; raramente
capita di osservare piccole calcificazioni al
suo interno. Non & ancora stato chiarito se
questa variabilita morfologica sia da ricon-
durre a specifiche patologie.

Fig. 26: L’ilo testicolare (indicato dalla freccia) appare
come una banda iperriflettente disposta lungo I'asse

maggiore del testicolo.

La piu comune anomalia dell’ilo testicolare &
sicuramente I'ectasia della rete testis. Essa
consiste in una dilatazione abnorme dei
tubuli che formano la rete testis ed & osser-
vabile anche in alcuni mammiferi (Gelberg &
McEntee, 1983).

Fig. 27: | tubuli ectasici della rete testis (indicati dalle
frecce) appaiono come strutture anecoiche con orletto
iperecoico.
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Sotto il profilo ecografico si presenta come
un insieme pit 0 meno ampio di strutture
tubulari od ovalari anecoiche, dotate di orlet-
to iperecoico (Fig. 27) (Tejada & Eble, 1988;
Hamm et al., 1988).

Per evitare di confondere I'ectasia della rete
testis con vasi sanguigni del mediastino (in
particolare le vene dilatate nei portatori di
voluminosi varicoceli), € necessaria una
accurata valutazione power-doppler della
lesione, tenendo il testicolo ben fermo con la
mano sinistra (eventualmente con Il'aiuto di
un secondo medico)(Fig. 28).

Fig. 28: La sola ecografia (a sinistra) evidenzia aree
anecoiche allinterno dell’ilo testicolare. Utilizzando la
funzione power-doppler e facendo eseguire la manovra
di Valsalva si puo documentare che le suddette aree
non sono da imputare ad ectasia della rete testis ma a
grosse vene intrailari. Tale quadro si osserva frequente-
mente nei pazienti con voluminoso varicocele. Il varico-
cele ilare puo causare infertilita attraverso un meccani-
smo di compressione estrinseca sui tubuli retti ed effe-
renti (ostruzione della vie seminali intratesticolari da
varicocele) (Nistal et al., 1984).

La rete testis € posta tra i tubuli retti (prossi-
malmente) e i tubuli efferenti (distalmente).
Questi ultimi, di regola in numero compreso
tra 8 e 14, escono dal testicolo formando il
caput epididymis (de Fourmestraux, 1981).
Non & ancora stato definitivamente dimo-
strato se i tubuli che formano la rete testis
siano o non siano tra loro anastomizzati.
Secondo gli studi di Hunter i tubuli della rete
testis sarebbero indipendenti uno dall’altro, e
drenerebbero un ben distinto settore testico-
lare (Hirsch, 1995); secondo altri studi la rete
testis sarebbe formata da tubuli ampiamente
anastomizzati tra loro (da cui il termine
“rete”) con evidenti vantaggi in caso di ostru-



zione parziale di alcuni di loro (le anastomo-
si garantirebbero comunque lo svuotamento
di tutti i settori del testicolo).

Le cause della ectasia possono essere con-
genite o acquisite. Nel primo gruppo rientra-
no le forme associate ad anomalie dell’ap-
parato urinario (Nistal et al., 1984a), o ad
agenesia del dotto deferente e del rene ipsi-
laterale (Charney & Gillenwater, 1965). Studi
istologici (Leissring & Oppenheimer 1973)
ricondurrebbero queste anomalie congenite
della rete testis (derivante dal blastema
gonadico) ad una sua difettosa congiunzione
con i tubuli efferenti (questi ultimi derivanti
dal dotto mesonefrico, come pure il tubulo
epididimario e il dotto deferente). Le forme
acquisite di ectasia della rete testis sono di
norma secondarie ad ostruzioni post-trau-
matiche o post-flogistiche della via seminale
a valle. Nistal et al. (1984b) hanno dimostra-
to che anche il varicocele intrailare pud cau-
sare ectasia della rete testis. Di recente poi
€ stata ipotizzata una forma di ectasia della
rete testis su base funzionale (Nistal &
Jimenez-Heffernan, 1997) in soggetti criptor-
chidi.

La prevalenza di ectasia della rete testis
nella popolazione generale & pari al 1,6%
(dati ricavati da 1798 autopsie e 518 pezzi
chirurgici) (Nistal et al., 1996).

La maggior parte dei casi finora descritti con
l'ausilio della ES sono stati riscontrati in sog-
getti anziani portatori di spermatocele o di
cisti epididimaria (Fig. 29).

Fig. 29: Ectasia della rete testis (indicata dalle frecce)
in soggetto portatore di cisti epididimaria. Paziente gra-
vemente dispermico di 57 anni, gia fertile in precedente
matrimonio.

Nei soggetti di eta inferiori ai 40 anni, I'ecta-
sia della rete testis si associava spesso a
orchialgia. In soli due casi 'anomalia & stata
descritta in soggetti infertili (Brown et al.,
1992; Weingarten et al., 1992).

Da una ricerca in corso presso il nostro
Centro sembra emergere che la prevalenza
della ectasia della rete testis sia cinque volte
piu elevata nella popolazione infertile rispet-
to a quella generale, e che essa si associ
spesso ad azoospermia ostruttiva. In parti-
colare € stata documentata in pazienti con
biospia testicolare normale ed assenza di
spermatozoi nei tubuli epididimari durante
tentativi falliti di ricanalizzazione microchirur-
gica. Pertanto 'osservazione di una ectasia
della rete testis in un paziente candidato alla
ricanalizzazione microchirurgica della via
seminale potrebbe rappresentare un segno
prognostico negativo.

IL VARICOCELE

“Varicocele is anatomically characterized by
varices inside the scrotum; clinically by
venous reflux; i.e. valvular insufficiency of
the spermatic vein” (Ivanissevich &
Gregorini, 1918).

Il reflusso nella vena spermatica interna e la
conseguente dilatazione del plesso pampini-
forme rappresentano quindi gli elementi indi-
spensabili per poter emettere diagnosi di
varicocele.

Il grado dell’ectasia si valuta con la palpa-

zione:

1) lll grado: & il varicocele gia evidente alla
ispezione;

2) Il grado: € quello ben apprezzabile alla
palpazione (ma non visibile);

3) I grado: € quello piccolo, dubbio, che sem-
bra aumentare sotto manovra di Valsalva.

Il secondo elemento cardine del varicocele,
vale a dire il reflusso venoso, si analizza con
il doppler ad onda continua o preferibilmen-
te con I'ecocolordoppler. Il reflusso venoso
puo essere:



1)Basale, rispettivamente continuo (Fig.30)
o intermittente espiratorio in presenza di
svalvolamento totale o sub-totale della
vena spermatica interna.

2)Presente esclusivamente in corso di ma-
novra di Valsalva (in condizioni basali non
si registra alcun reflusso, ma la manovra
evoca un reflusso protratto)(Fig. 31).

3)Assente o di brevissima durata in corso
di manovra di Valsalva (Fig. 31).

reflusso continuo ad alta velockia

Fig. 30: L’ecocolordoppler scrotale documenta un
reflusso continuo ad alta velocita (13 cm/sec.).
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Fig. 31: | due tracciati doppler (tra le frecce) indicano
rispettivamente un reflusso di breve durata, inferiore a 1
secondo (figura a) ed un reflusso di maggiore entita,
superiore a 2 secondi (figura b).
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L'associazione delle tre classi palpatorie e
delle tre classi flussimetriche danno origine
a quadri con significato clinico differente.

a) Varicocele di llI-lll grado con reflusso
basale: non vi sono dubbi circa I'esistenza
della patologia.

Nella nostra esperienza su piu di 2000 dop-
pler-ecocolordoppler in pazienti infertili &
assolutamente eccezionale il riscontro di
varicocele di lll grado senza reflusso basale
(cioé il cosiddetto varicocele da stasi). Per
contro tale riscontro non & infrequente nei
soggetti anziani.

b) Varicocele di | grado oppure non palpabi-
le, ma con reflusso basale (varicocele sub-
clinico).

c) Varicocele di I-Il grado con reflusso
esclusivamente nel corso di manovra di
Valsalva: non é assolutamente certo che sia
un reperto patologico. La presenza di un
reflusso solamente in corso di manovra di
Valsalva pud essere causata da un parziale
svalvolamento della vena spermatica, oppu-
re dall’esistenza di una sola valvola conti-
nente posta in sede molto craniale: il reflus-
so sotto Valsalva sarebbe provocato dall’ac-
celerazione della colonna di sangue com-
presa tra la valvola continente ed il plesso
pampiniforme. Ovviamente quanto piu &
posta caudalmente la valvola continente,
tanto piu breve sara il reflusso venoso regi-
strato in corso di manovra di Valsalva (Gall &
Béhren, 1992).

d) Varici di I-ll grado senza alcun reflusso
basale e indotto, oppure di breve durata in
corso di manovra di Valsalva: trattasi di un
quadro fisiologico.

La nostra scuola da sempre propone la cor-
rezione del varicocele nel maschio dispermi-
co quando sono presenti varicocele palpabi-
le (lI-1ll grado) e reflusso basale (continuo o
intermittente). Lindicazione si basa ovvia-
mente anche su molti altri elementi clinico-
anamnestico-seminologici (p.e. durata del-
linfertilita, eta del paziente e della moglie,
livelli di FSH, parametri seminali, volume
delle gonadi, contemporanea presenza di
flogosi o di ostruzioni delle vie seminali).



La correzione di un varicocele di | grado o
subclinico, ma con reflusso basale, viene
decisa caso per caso, sulla scorta dei sopra
citati cofattori di dispermia. Questo approc-
cio vale anche per i varicoceli di ll-1ll grado
senza reflusso venoso basale (reflusso evo-
cabile solo in corso di manovra di Valsalva).
Non correggiamo mai varicoceli di I-1l grado
senza reflusso venoso basale.

In associazione alla classificazione clinico-
flussimetrica si pud anche utilizzare quella
morfologica B-mode, che valuta il numero, la
sede ed il diametro delle vene intratesticola-
ri (Figg. 32-33).

Fig. 32: Studio ecografico del varicocele. Le frecce indi-
cano due varici del diametro > 3 mm. T = testicolo.

Fig. 33: Lo studio B-mode documenta un voluminoso
varicocele. Le varici hanno un diametro > 5 mm ed alcu-
ne sono ben visibili anche all'interno del testicolo in
sede ilare.
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Alcuni Autori considerano sospetta per vari-
cocele di interesse clinico I'osservazione
ecografica di vene del diametro paria 2 mm,
sebbene attualmente I'orientamento sia
quello di considerare predittivo un diametro
maggiore o uguale a 3 mm in clinostatismo
(Gonda et al., 1987; McClure et al., 1991;
Geatti et al., 1991; Eskew et al., 1993;
Hoekstra et al., 1995; Jarow et al., 1996;
Sarteschi, 1998; Zini et al., 1998). Nella
nostra personale esperienza un reflusso
venoso basale spontaneo si osserva nel
77,3% dei casi con vene funicolari del dia-
metro 23 mm in clinostatismo, e nel 42,1%
dei casi con vene del diametro compreso tra
2 e 3 mm (Chi-square test: p<0.0001).

Sotto il profilo tecnico I'ecocolordoppler scro-
tale deve essere eseguito con una apparec-
chiatura dotata di sonda ad alta definizione
da 7-10 Mhz. L'indagine prevede innanzitut-
to la valutazione ecografica B-mode delle
vene intrascrotali, con il paziente in posizio-
ne supina. L'esame morfologico consente di
quantificare il numero, la sede (funicolare,
posteriore, inferiore, intratesticolare) ed il
diametro delle vene. |l paziente quindi si
pone in ortostatismo. La sonda viene imme-
diatamente posizionata sullo scroto con la
funzione color-flow mapping gia attiva. Cio
consente di apprezzare facilmente la pre-
senza di attivita venosa peritesticolare,
distinguendo le forme caratterizzate da
assente o da brevissimo reflusso indotto dal
passaggio dal clino- all’'ortostatismo, da
quelle in cui si rileva un importante reflusso
venoso che cessa dopo pochi secondi, ed
ancora da quelle in cui il reflusso basale si
mantiene costante. In quest’ultimo caso si
procede ad inserire la funzione doppler pul-
sato che consente di determinare il carattere
venoso e la velocita del reflusso continuo (1-
3 cm/sec. = bassa velocita; 4-6 cm/sec.=
media velocita; >6 cm/sec.= alta velocita). In
assenza di segnale spontaneo si inserisce la
funzione power-doppler che consente di
intercettare reflussi anche a bassissima
velocita (Fig. 34), ricorrendo anche ad artifi-
zi, come far parlare ad alta voce o respirare
profondamente il paziente durante I'esame.



Fig. 34: Il color-flow mapping (a) non documenta reflus-
SO0 venoso spontaneo nelle vene peritesticolari.
Inserendo la funzione power (b) diventa ben evidente
un reflusso venoso a bassissima velocita. T = testicolo

Si procede quindi ad esaminare la vena
spermatica lungo il suo decorso nel canale
inguinale (Fig. 35).

e L

Fig. 35: Sulla vena spermatica interna nel canale ingui-
nale (in blu) viene posizionato il volume campione per
registrarne la velocita del reflusso (tracciato arancione).

-20-

Per agevolarne il riconoscimento si ricorre
alla spremitura-rilasciamento del plesso
pampiniforme (Fig. 36). Quest'ultima mano-
vra, oltre che facilitare la determinazione
della direzione del flusso (centrifugo o cen-
tripeto), consente di evidenziare eventuali
tronchi collaterali della vena spermatica.
In assenza di reflusso basale, continuo o
intermittente respiratorio, si pud eseguire la
prova di spremitura-rilasciamento del plesso
pampiniforme, registrandone I'effetto emodi-
namico nella vena spermatica al canale
inguinale. La spremitura induce un breve
picco centripeto (convenzionalmente positi-
vo) seguito, durante il rilasciamento, da un
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rilasciamento

Fig. 36: Tre tracciati doppler ottenuti a livello della vena
spermatica interna utilizzando la manovra di spremitu-
ra-rilasciamento del plesso pampiniforme. La freccia
singola indica il flusso centripeto indotta dalla spremitu-
ra, mentre le due frecce indicano il reflusso venoso regi-
strabile al momento del rilasciamento del plesso pampi-
niforme. La figura a mostra un reflusso di brevissima
durata (0,5 secondi); la figura b un reflusso di 1,3
secondi, mentre la figura ¢ un reflusso di lunga durata
(>3 secondi). In quest'ultimo caso bisogna sospettare la
presenza di un letto venoso molto ampio con inconti-
nenza venosa parziale.



secondo picco centrifugo (convenzional-
mente negativo). La durata di quest’'ultimo &
strettamente correlata alle dimensioni del
letto venoso spermatico ed ancora alla
distanza tra il plesso pampiniforme e la val-
vola posta piu caudalmente nella vena sper-
matica interna. Quanto piu I'ectasia venosa
€ importante e quanto piu la valvola venosa
e distante dal plesso (o risulta parzialmente
incontinente), tanto piu il reflusso registrato
durante la fase di rilasciamento sara lungo.
Anche la nostra scuola considera un reflus-
so >1,6 secondi come sospetto di una dis-
funzione emodinamica venosa spermatica
(Annoni et al., 1987).

L’esame viene completato con la manovra di
compressione inguinale (la compressione
della vena spermatica interrompe il reflusso
nel plesso pampiniforme) e con la manovra
di compressione-rilasciamento della safena
per valutare possibili shunts tra il circolo
venoso dell’arto inferiore e quello del testico-
lo.

Sempre in assenza di reflusso basale, conti-
nuo o intermittente espiratorio, si possono
eseguire (o fare eseguire al paziente)
manovre atte ad indurre reflusso nella vena
spermatica. Tra queste la piu nota & quella di
Valsalva. Circa il significato del reflusso regi-
strabile nel corso di tale manovra si € gia
detto sopra. Si tenga presente che un reflus-
SO pit 0 meno prolungato € presente duran-
te la manovra di Valsalva nell'80% dei
maschi (Hirsh et al., 1980), e pertanto esso
non pud genericamente essere considerato
patognomonico di svalvolamento venoso. La
presenza di un ingente reflusso venoso
esclusivamente in corso di tale manovra (>2
secondi)(Sarteschi, 1998) deve spingere il
medico ad un’attentissima ricerca di even-
tuali reflussi spontanei a bassa velocita (per
esempio facendo parlare il paziente, o ricon-
trollando lI'esame dopo avergli fatto fare
esercizi fisici). La comparsa anche di un
modesto reflusso basale deve orientare
verso una diagnosi di svalvolamento par-
ziale della vena spermatica.

-21-

La maggioranza delle indagini colordoppler
o doppler effettuate altrove dai pazienti che
giungono poi al nostro Centro di Infertilita
documentano la presenza di un varicocele
sulla base di un reflusso in corso di manovra
di Valsalva. Molto raramente nel referto alle-
gato si segnala la presenza di reflusso veno-
so basale (continuo o intermittente) e si
dichiara I'entita di tale reflusso. Nella mag-
gior parte dei pazienti che vengono da noi
ricontrollati con I'ecocolordoppler possiamo
tuttavia documentare un reflusso venoso
basale. La spiegazione piu plausibile & che
le apparecchiature utilizzate altrove non
siano correttamente “settate” per lo studio di
flussi venosi a bassa velocita e che pertanto
siano in grado di intercettare solamente flus-
si ad alta velocitd come avviene in corso di
manovra di Valsalva.

Il varicocele destro € spesso di piccole
dimensioni e quasi sempre associato a volu-
minoso varicocele sinistro. Per potere emet-
tere diagnosi di varicocele destro € indispen-
sabile valutare le caratteristiche del flusso
venoso nella vena spermatica lungo il cana-
le inguinale. Un flusso centripeto spontaneo
(spesso di tipo intermittente inspiratorio) &
presente quando l'albero venoso di destra
drena sangue dal sistema venoso di sinistra
diventato incompetente. In questi casi I'ecta-
sia venosa di destra scompare dopo la cor-
rezione del varicocele sinistro. Per contro, la
presenza di flusso centrifugo spontaneo indi-
ca un vero reflusso spermatico destro. Nella
nostra casistica quest'ultima evenienza é
tuttavia rarissima (circa 1 caso su 200 con
varicocele sinistro). Nella maggior parte dei
casi a destra riscontriamo solamente reflus-
si sotto manovra di Valsalva. Contrariamente
a quanto proposto da alcuni ricercatori
(Amelar & Dubin, 1987), nel nostro Centro
non correggiamo di norma i piccoli varicoce-
li di destra, visti gli scadenti risultati ottenibi-
li (Gall & Béhren, 1994 ; Grasso et al., 1995).



Tutte le classificazioni proposte per la dia- seminale e di concepimenti naturali negli

gnosi di varicocele hanno un valore scientifi- operati rispetto ai non operati.

co non solo quando hanno una buona

sensibilita e specificita rispetto ad indagini di Quali sono i risultati in termini di migliora-
riferimento (flebografia retrograda), ma mento seminale utilizzando il nostro criterio
soprattutto quando garantiscono elevati di selezione flussimetrica?

tassi di successo in termini di miglioramento

152 maschi infertili gravemente dispermici (eta: 33,3 £ 5,3 anni) sono stati valutati dopo corre-
zione di varicocele sinistro. Tutti i pazienti presentavano un numero totale di spermatozoi dota-
ti di motilita progressiva <5 x 10¢/ejaculato (tipo "a+b", WHO, 1992) e un reflusso venoso basa-
le (continuo o intermittente espiratorio) al plesso pampiniforme e alla vena spermatica interna
nel canale inguinale. Tutti i pazienti avevano effettuato almeno 2 spermiogrammi preoperatori e
2 postoperatori sec. W.H.O. (1992) presso il nostro Centro, e nessuno aveva effettuato altri trat-
tamenti nel corso del follow-up. L'unico criterio di esclusione dallo studio & stato la presenza di
anomalie cromosomiche.

A distanza di 6 mesi dalla correzione del varicocele il numero totale di spermatozoi con motilita
progressiva € passato da 1,3 + 1,4 x10¢/ejaculato a 10,7 + 19,0 x 106/ejaculato (Wilkoxon pai-
red test: p<0.0001). La percentuale di forme normali &€ passata da 19,4% + 11,0% a 21,1% %
10,8% (Wilkoxon paired test: p=0.02).

In questi pazienti le conseguenze cliniche derivanti dalla correzione del varicocele sono risulta-
te piu interessanti dei puri dati statistici.

A) Dei 34 casi ove mancava totalmente la motilita progressiva, 6 hanno normalizzato il loro
spermiogramma sec. WHO (1992), 5 sono arrivati ad essere lievemente astenozoospermici,
mentre in altri 7 il seme risultava idoneo all'esecuzione di inseminazioni intrauterine.

B) Dei 49 pazienti con <1 x 108 spermatozoi mobili progressivi/ejaculato, 5 hanno normalizzato
il loro spermiogramma, 5 sono arrivati ad essere lievemente astenozoospermici, 19 hanno otte-
nuto un seme idoneo all'esecuzione di inseminazioni intrauterine, mentre 5 hanno quadruplica-
to i loro valori di partenza.

C) Dei 69 soggetti con 1-5 x 106 spermatozoi mobili progressivi/ejaculato, 29 hanno normaliz-
zato il loro spermiogramma e 9 sono arrivati ad essere lievemente astenozoospermici.

Riepilogo: in 40 pazienti lo spermiogramma si &€ normalizzato, 19 sono passati ad una condi-
zione di fertilita possibile (lieve astenozoospermia) e 26 ad una condizione che consentiva inse-
minazioni intrauterine, ed infine 5 soggetti con <1 x 106 spermatozoi mobili progressivi/ejacula-
to hanno quadruplicato i valori di partenza.
Conclusioni: la correzione di un reflusso venoso spermatico basale in soggetti gravemente dis-
permici (in larga parte altrimenti candidabili alla sola ICSI) ha comportato un miglioramento
seminale "clinicamente utile" in 90 pazienti su 152 (59,2%), indipendentemente dalle dimen-
sioni del varicocele, dall'eta dei pazienti e dalla presenza di altri co-fattori di dispermia.
Si pud ragionevolmente ipotizzare che la percentuale di miglioramenti seminali "clinicamente
utili" risulti ancora maggiore in soggetti infertili con dispermie un po’ meno severe.

(Negri, Colpi et al., 1998)
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ECOGRAFIA PROSTATO-VESCICOLARE TRANSRETTALE
Fabrizio Scroppo e Renzo Benaglia

Servizio di Andrologia, Ospedale San Paolo - Polo Universitario (Milano)

L’ impiego sempre piu frequente dell’ecogra-
fia prostatovescicolare transrettale (TRUS)
ha drasticamente ridotto I'uso della deferen-
tovesciculografia (DVG) (Boreau, 1974)
nella diagnosi dei disturbi dello svuotamento
delle vie seminali distali (vescicole seminali,
ampolle deferenziali, dotti ejaculatori, prosta-
ta, uretra prostatica). | motivi vanno ricondot-
ti alla totale assenza di invasivita della meto-
dica, alla sua ripetibilita, ai bassi costi e alla
sempre maggiore definizione delle apparec-
chiature disponibili.

Nella nostra esperienza |'applicazione routi-
naria della TRUS su ampie popolazioni di
maschi infertili ha evidenziato una prevalen-
za di anomalie delle vie seminali distali
(quindi di quadri potenzialmente ostruttivi)
decisamente piu elevata di quanto si pen-
sasse fino a pochi decenni fa (tab. 1)(Colpi
et al., 1997a). L'ecografia transrettale risulta
quindi imprescindibile nella valutazione del
maschio azoospermico o dispermico in cui
si presenti il sospetto di una patologia
ostruttiva.

Alterazioni dell’ecopattern della prostata
Cisti milleriane (diametro > 5 mm)

Anomalie bilaterali dei dotti ejaculatori

Aree anecoiche nelle vescicole seminali
Agenesia delle vescicole seminali

Anomalie monolaterali dei dotti ejaculatori

Ectasia delle vescicole seminali (diametro trasverso >15 mm)

Ipotrofia delle vescicole (diametro trasverso < 4mm)

30,2%
6,4%
20,0%
5,6%
14,7%
19,8%
0,3%
0,6%

Tabella 1. Anomalie ecografiche delle vie seminali distali: prevalenza in 622 infertili consecutivi

INDICAZIONI ALL’ESECUZIONE DELLA
TRUS NEL MASCHIO INFERTILE

L'esame ¢ indicato quando allanamnesi patolo-
gica prossima o remota il paziente infertile riferi-
sce:

* episodi di emospermia

* ejaculazione dolorosa

« uretriti/prostatiti

* sintomi ostruttivi o irritativi delle vie urinarie

* promiscuita sessuale

* pregressi interventi sull'apparato urogenitale
» modificazioni quali-quantitative dell'ejaculato.

Ulteriori dati seminologici e clinici che impon-

gono I'esecuzione della TRUS sono:

* Ipoposia

» Azoospermia od oligoastenoteratozoosper-
mia severa

* Riduzione o assenza del fruttosio seminale
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* Anomalie palpatorie prostatiche (formazioni
cistiche mediane o paramediane)
» Anejaculazione, ejaculazione retrograda

NOTE DI TECNICA

Per una esecuzione corretta del’esame ¢é
opportuno che il paziente effettui un entero-
clisma ed evacui poche ore prima dell’esa-
me. E’ altrettanto opportuno che il paziente
ejaculi poco prima (migliore visualizzazione
dei dotti ejaculatori in caso di loro ostruzio-
ne). La replezione vescicale non & importan-
te, a meno che non si voglia anche studiare
lo svuotamento vescicale.

Si invita quindi il paziente a posizionarsi in
decubito laterale sinistro e a flettere legger-
mente le gambe e le cosce.

L'indagine deve essere condotta con una



sonda transrettale ad alta risoluzione, da

6,5-7,5 Mhz, possibilmente biplanare.

L'esame inizia con lo studio della prostata,

della quale vanno riportati:

» Dimensioni (e volume), morfologia e presenza
di eventuale ipertrofizzazione (non dirado gia
dalla 42 decade di eta si apprezzano quadri di
iniziale ipertrofizzazione con sollevamento del
pavimento vescicale).

» Ecopattern della ghiandola prostatica (Figg. 1,
2). Grossolane disomogeneita ecostrutturali
del parenchima (Fig. 3), come le calcifica-
zioni singole o multiple (Figg. 4, 5) (Harada,
1981; Ludwig et al., 1994), eventualmente
iuxta-montanali, oppure vaste zone debol-
mente ed omogeneamente iperecoiche

(Figg. 6, 7) o ipoecoiche, devono fare

Fig. 1: Prostata normale in scansione trasversale. Le zone
centrale e periferica appaiono piu chiare rispetto alla zona di
transizione (ZT), dato il maggiore numero di interfacce pro-
dotte dalle pareti delle ghiandole (nella zona di transizione il
rapporto stromastessuto ghiandolare e maggiore) (Villers et
al.,, 1990).

retto
vescicola™-

Fig. 2: Prostata normale in scansione longitudinale.
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Fig. 3: Prostata con aspetto grossolanamente disomo-
geneo (pregressa prostatite acuta cronicizzata).

___'ﬂkr.:.ttl:l J '1-’ Gt _I'u::-_l.!u

?ﬂ)l"‘ﬁlﬂ TRRMEY

Fig. 4: Aree fibrocalcifiche multiple intraprostatiche
indicate dalle frecce (scansioni trasversali).

vescica

Fig. 5: Calcificazioni iuxtaduttali (freccia) della prostata
(P). Asterisco (*)= dotto ejaculatore. VS= vescicola
seminale.

sospettare nel paziente asintomatico una pato-
logia flogistica cronica (tipo IV secondo New
NIH Classification of the Prostatitis Syndrome)
(Nickel, 1999) (Figg. 6, 7) o una possibile pato-
logia subostruttiva dei dotti ejaculatori (Fig. 5).

Nessun caso di neoplasia prostatica € stato



finora osservato nella nostra casistica sulla
popolazione infertile (1988-2000).

* Vanno infine ricercate e documentate
eventuali formazioni cistiche intraprostati-
che mediane (residui del dotto di

Muller)(Figg. 8, 9) o paramediane (residui
del dotto di Wolff)(Figg 10, 11).

Fig. 6: Prostata con ampie aree debolmente ed omogenea-
mente iperecoiche indicate dalle frecce (scansioni trasversa-
li). Paziente dispermico asintomatico; I'esame citologico a fre-
sco del secreto prostatico evidenzia 90 leucociti per campo a
400 x e risulta pertanto flogistico.

Fig. 7: Stesso caso della figura 6 in scansione longitudi-
nale. Le frecce indicano le zone debolmente ed omogenea-
mente iperecoiche tipiche della flogosi.

Si valutano poi le vescicole seminali e le
ampolle deferenziali (Fig. 12), relativamente
a:

» morfologia e contorni delle ghiandole che
devono essere regolari (Figg. 12, 13)
(margini irregolari o pseudodiverticolari e
morfologia bozzuta o pseudocistica devo-
no far sospettare una ostruzione dei dotti
ejaculatori o una infezione) (Fig. 14)

» simmetria delle vescicole seminali (una
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Fig. 8: Piccola cisti miilleriana indicata dalla freccia
(scansione trasversale).

prostata

Fig. 9: Voluminosa cisti intraprostatica mediana in
scansione trasversale (cisti miilleriana) indicata dalla
freccia.

Fig. 10: Cisti vescicolare monolaterale (*) a sviluppo
intra- ed extraprostatico (scansioni trasversali; a destra
a livello piu craniale). P= prostata. Soggetto affetto da
ipoposia primitiva (volume ejaculato: 0,2 ml), pH semi-
nale acido ed azoospermia. Il quadro seminale é da
mettere in rapporto con una compressione estrinseca
esercitata dalla cisti sul dotto ejaculatore controlaterale.

chiara asimmetria deve far sospettare una
patologia ostruttiva monolaterale del dotto
ejaculatore oppure una flogosi monolaterale



& retto
S

cisti vescicolare

Fig. 11: Stesso caso illustrato nella fig. 10 (scansione longi-
tudinale). Il volume della cisti € ragguardevole (200 ml
circa).

della vescicola seminale) (Ludwig et al., 1994)
« diametri longitudinale e antero-posteriore (il
nostro gruppo valuta di routine il diametro
antero-posteriore). Quest'ultimo nella popo-
lazione normale in eta fertile (361 controlli)

.
prostata’

5 7
wvescicola o

My e =
S -

vescica

Fig. 13: Vescicole seminali simmetriche, di dimensioni normali
e con ecopattem omogeneo normoecoico (frecce) (scansione
trasversale).
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vescica

Fig. 14: Vescicole seminali (indicate dai calipers) di
dimensioni aumentate e aspetto bozzuto, con ecopat-
tern disomogeneo : vesciculite cronica asintomatica
(scansione trasversale).

risulta paria 9,4 + 2,3 mm a destrae 9,3 £
2,4 mm a sinistra (5° percentile: 6 mm
bilateralmente; 95° percentile: 14 mm bila-
teralmente) (Figg. 15, 16)

. retto # [
: &;:.,r prostata

#2

Vescica

Fig. 15: Vescicola seminale ipotrofica (indicata tra i calipers)
(scansione longitudinale).

Fig. 16: Vescicola seminale ectasica. Immediatamente
dopo I'ejaculazione il diametro antero- posteriore é pari
a 19 mm. L’ecopattern appare omogeneo.



Fig. 17: Vescicole seminali ectasiche (indicate dai cali-
pers), a margini irregolari e con numerose aree anecoi-

che rotondeggianti al loro interno, alcune delle quali

sono indicate dalle frecce (“honeycomb areas”).
. .

prostata

vescica

Fig. 18: Scansione longitudinale di vescicola seminale con
aree anecoiche, alcune delle quali sono indicate dalle frec-
ce.

* ecopattern: deve essere omogeneo, isoecoico
rispetto a quello prostatico. Aree ipo-anecoi-
che a margini irregolari oppure di forma
regolare rotonda od ovalare (le cosiddette
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Fig. 19: Scansioni longitudinali in paziente affetto da agene-
sia dei dotti deferenti. A destra la vescicola seminale é ridot-
ta ad un cordoncino di 2 mm di diametro antero-posteriore
(freccia); a sinistra la vescicola manca completamente (frec-
cia).

Fig. 20: Scansione trasversale di vescicole seminali
con segni di sclerosi post-tubercolare (freccia).

“honeycomb areas”) (Figg. 17, 18), devo-
no orientare verso una diagnosi di alterato
svuotamento delle vescicole seminali o
verso un processo flogistico cronico (Colpi
etal., 1992; Purvis & Christiansen, 1995)

Fig. 21: Formazioni litiasiche nella vescicola seminale
(freccia a sinistra) e nel dotto ejaculatore (freccia a
destra) (scansione longitudinale).

Fig. 22: Ostruzione completa della porzione terminale del
dotto ejaculatore. Nella scansione longitudinale il tratfo a
monte dell’'ostruzione appare molto dilatato ed anecoico.
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Fig. 23: Ostruzione completa del dotto ejaculatore.
Nelle scansioni longitudinali ad alto ingrandimento,
effettuate immediatamente dopo ejaculazione, € possi-
bile determinare con precisione il livello dell’ostruzione
del dotto ejaculatore lungo il suo decorso intraprostati-
co (indicato dalle frecce).

WRELicH

Fig. 24: Il dotto ejaculatore appare anecoico e ben visi-
bile lungo il suo decorso intraprostatico. Si noti I'ispes-
simento iperecoico dei tessuti periduttali (frecce).

L L retto
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i
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Fig. 25: Esiti di flogosi prostato-vescicolare. Il dotto ejacu-
latore ostruito (frecce) appare incarcerato dentro una zona
di sclerosi.
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» eventuale agenesia o atresia mono-bilate-
rale (spesso consensuale ad agenesie
epididimo deferenziali) (Fig. 19)

» eventuale sclerosi post-flogistica (spesso
tubercolare) (Fig. 20)

+ eventuali formazioni litiasiche intravescico-
lari (Fig. 21).

Infine vanno studiati i dotti ejaculatori che
usualmente non appaiono visibili. In presen-
za di processi (sub-)ostruttivi i dotti risulta-
no per contro ben visibili. Quando I'ostru-
zione € situata nel tratto distale, essi pos-
sono apparire dilatati ed anecoici lungo
tutto il loro decorso (Fig. 22), mentre se la
ostruzione € piu prossimale il tratto ectasi-

. —
pros

dotto ejaculatore

\

-

Fig. 26: Il dotto ejaculatore € completamente ostruito ed
appare molto dilatato nel suo tratto prossimale (freccia bian-
ca). Al suo intemno é visibile un piccolo calcolo (freccia gialla).

vescica

Fig. 27: Ostruzione parziale del dotto ejaculatore (frec-
cia a destra) che comporta modesta ectasia del tratto
preduttale (frecce contrapposte a sinistra), al cui inter-
no sono presenti detriti iper-riflettenti.



co risultera piu breve (Fig. 23). Tali imma-
gini possono essere documentate efficace-
mente solo dopo aver fatto ejaculare il
paziente e, in casi selezionati, & possibile
misurare la distanza tra la sede dell’ostru-
zione e lo sbocco del dotto al veru monta-
num. Spesso queste forme ostruttive sono
post-flogistiche e si associano a ispessi-
mento iperecoico periduttale (Figg. 24,
25). Talvolta & possibile riscontrare forma-
zioni litiasiche all’interno dei dotti (Figg.
26, 27).

PATOLOGIA OSTRUTTIVA DELLE VIE
SEMINALI DISTALI: CLASSIFICAZIONE
ECOGRAFICA

Le anomalie ostruttive delle vie seminali di-
stali possono essere classificate in differenti
modi. Si distinguono anomalie congenite o
acquisite, a loro volta bilaterali o monolatera-
li. Tali anomalie possono essere anatomiche
o funzionali (Colpi et al., 1987).

1) Anomalie anatomiche congenite

Le anomalie anatomiche congenite sono di
norma caratterizzate dalla presenza di cisti
al carrefour uroseminale. Le cisti possono
essere di origine wolffiana (Littrup et al.,
1988), millleriana (Gil Vernet, 1953;

Schuhrke & Kaplan, 1978) e del seno uroge-
nitale (Elder & Mostwin, 1984; Mayersak,
1989). Queste ultime due si presentano sotto

R A
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* - dislocato da cist
mulsriana

Fig. 28: Deferentovesciculografia. Il dotto ejaculatore sini-
stro (freccia) e dislocato lateralmente da una cisti intrapro-
statica miilleriana (*) non comunicante con le vie semina-
li, e pertanto non opacizzata dal mezzo di contrasto.
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forma di cisti mediane localizzate nel contesto
della prostata. Le cisti di maggiori dimensioni
possono debordare cranialmente in sede
retrovescicale.

Le cisti di origine milleriana per definizione
non comunicano con i dotti ejaculatori, ma su
di essi esercitano un’ostruzione secondaria
per compressione estrinseca, dislocandoli
lateralmente (alla deferentovesciculografia
i dotti ejaculatori assumono un aspetto
"a chele di granchio") (Colpi et al., 1990)
(Fig. 28).

Il meccanismo ostruttivo delle cisti del seno
urogenitale & del tutto differente. | dotti eja-
culatori infatti non vengono compressi, ma
sboccano direttamente nella cavita cistica a
fondo cieco (non comunicante o parzialmen-
te comunicante con l'uretra). Pertanto, con-
trariamente a quanto accade nelle cisti mul-
leriane, in queste cisti si possono trovare
spermatozoi.

Tra le anomalie di origine wolffiana si distin-
guono le agenesie delle vescicole seminali,
delle ampolle deferenziali e dei dotti ejacula-
tori, oltre che le displasie pseudocistiche
delle stesse strutture (Figg.10,11). Molto
sSpesso si associano a concomitante agene-
sia del dotto deferente omolaterale, o del
rene e dell'emitrigono (Beeby, 1974). Piu
raramente € presente uno sbocco ectopico
dell'uretere nella vescicola seminale (Das &
Amar, 1980).

2) Anomalie anatomiche acquisite

Le (sub-)ostruzioni anatomiche acquisite delle
vie seminali distali sono spesso localizzate ai
dotti ejaculatori e sono riconducibili ad esiti di
processi infettivi specifici (tubercolosi) o, piu
frequentemente, aspecifici. Altre cause fre-
quenti sono quella litiasica (incuneamento di
calcoli seminali nel lume dei dotti ejaculato-
ri)(Figg. 21, 26, 27) e quella iatrogena (dan-
neggiamento dello sbocco dei dotti in uretra da
cateterismo o da altre manovre urologiche)
(Fig. 29).

Di rara osservazione € la sclerosi tubercolare
delle vescicole seminali e delle ampolle deferen-
ziali.
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Fig. 29: Ostruzione totale del dotto ejaculatore destro
(freccia) in esiti di transurethral microwave thermothe-
rapy (TUMT) effettuata per prostatodinia in un paziente
di 33 anni. Successivo riscontro di azoospermia asso-
ciata e volume seminale ridotto e pH seminale acido

3) Anomalie funzionali

Le ostruzioni delle vie seminali distali su
base funzionale sono state scoperte grazie
alla deferentovesciculografia e si distinguono
per la frequente assenza di alterazioni ana-
tomiche dei dotti ejaculatori (/chijo et al.,
1981; Colpi et al, 1987; Pryor & Hendry,
1991) Si tratta molto probabilmente di dis-
funzioni di origine neurologica locale (alcuni
quadri ricordano il dolicomegacolon o le dis-
sinergie vescico-sfinteriche) o sistemica
(sono state evidenziate in soggetti affetti da
diabete giovanile e da rene policistico autoso-
mico dominante)(Hendry et al., 1998).
Radiologicamente si distinguono forme di ato-
nia vescicolare e/o ampollare, forme di iperto-
nia duttale e di dissinergia tra ampolle/vescico-
le e dotti ejaculatori(Colpi et al.,1992).

Tutte le citate anomalie potenzialmente respon-
sabili di un disturbato svuotamento delle vie semi-
nali distali sono di norma evidenziabili con l'eco-
grafia transrettale, seppure spesso in modo aspe-
cifico.

DIAGNOSTICA STRUMENTALE ECOGUIDA-
TA

Quando nel corso della TRUS si osserva una
cisti intraprostatica mediana non & possibile sta-
bilire con certezza se si tratta di cisti comunican-
te 0 non comunicante con i dotti ejaculatori. In
questi casi 'ecografia operativa consente di sta-
bilire una eventuale soluzione di continuita della
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cisti con una o entrambe le vie seminali distali.
Previa copertura antibiotica per via orale a
partire dal terzo giorno antecedente all’esa-
me (trimetroprim 0,32 g + sulfametossazolo
1,6 g/die per os) e previo enteroclisma di
pulizia sei ore e poi mezz'ora prima dell’in-
dagine con Bacitracina 5000 U.l. +
Neomicina solfato 50 mg, si aspira il conte-
nuto della cisti per via transrettale ecoguida-
ta con ago Chiba 22 G . Il liquido viene ana-
lizzato per la ricerca di spermatozoi. La loro
presenza conferma che si tratta di cisti
comunicante con le vie seminali. In assenza
di spermatozoi, bisogna far ejaculare il
paziente e ricontrollare subito dopo la cisti.
Se la stessa non risulta visibile significa che
la cisti non comunica con le vie seminali; se
appare nuovamente distesa (dal fluido semi-
nale) significa che la cisti comunica con
almeno una via seminale, ma soprattutto che
coesiste una ostruzione epididimaria oppure
una patologia secretoria gonadica (come si
pud dedurre dalla persistente assenza di sper-
matozoi).

TRATTAMENTO STRUMENTALE ECOGUI-
DATO DELLE OSTRUZIONI CISTICHE
DELLE VIE SEMINALI DISTALI

La TRUCA (Trans-Rectal Ultrasonically-gui-
ded Cyst Aspiration)(Colpi et al., 1994a) e
una metodica minimamente invasiva, indica-
ta prevalentemente per le cisti mulleriane non
comunicanti con i dotti ejaculatori ed esercitan-
ti su questi ultimi una compressione estrinseca.
L'aspirazione della cisti e la sua eventuale
sclerotizzazione producono una temporanea
o definitiva normale pervieta delle vie semi-
nali distali. Per la sclerotizzazione si instilla-
no nella cisti rolitetraciclina in quantita pari a
1/10 del volume precedentemente aspirato.

Abbiamo sottoposto ad aspirazione di cisti
mulleriana non-comunicante con le vie semi-
nali distali 29 soggetti (eta: mediana 33,5
anni, range 25-45 anni) dei quali 20 erano
affetti da infertilita (durata 1-20 anni, media-
na 3 anni; secondaria in 7 soggetti); cinque



Pre-TRUCA Post-TRUCA
media mediana range media mediana range
Volume Seminale (ml) 2.3 1,8 0,5-8 3,4 2,9 0.8-11 *
Conta sperm. totale (x 10°) 75,3 37,7 0-445 | 201,5 93,0 0-1375 §
(* p=0.0001; § p=0.0006)

Tabella 2 :

pazienti erano affetti da emospermia e quat-
tro lamentavano dolore ejaculatorio in sede
pelvica o scrotale. Una patologia secretoria
testicolare coesisteva in 10 dei 20 pazienti
infertili. In tutti i casi la cisti € stata completa-
mente svuotata (volume aspirato: range 0,3-
14 ml; media 1,9 ml, mediana 0,7 ml). Il volu-
me seminale e la conta spermatica totale
prima e dopo il trattamento sono riportati
nella Tab. 2.

Nessuna complicanza é stata osservata.

In 7 pazienti si & avuta recidiva anche dopo
sclerotizzazione. In un paziente azoosper-
mico il quadro seminale si &€ definitivamente
normalizzato dopo l'aspirazione.

In 16 coppie infertili controllate ad un fol-
low-up a 18 mesi si sono ottenute due gra-
vidanze spontanee (un caso di infertilita pri-
mitiva da 8 anni; un caso di azoospermia
con normalizzazione dei parametri semina-
li). Altre due gravidanze a termine sono
state ottenute con inseminazione intrauteri-
na e IVF temporizzate alla aspirazione della
cisti.

| tassi di successo, la semplicita di esecu-
zione anche per piccole cisti muilleriane, il
basso costo (non richiede ricovero) e I'as-
senza di complicazioni promuovono il
TRUCA a trattamento di prima scelta nelle
ostruzioni dei dotti ejaculatori da cisti mlle-
riana non comunicante con le vie seminali.

QUALI SONO | PARAMETRI ECOGRAFICI
PREDITTIVI DI UNA (SUB-)OSTRUZIONE
DELLE VIE SEMINALI DISTALI?

Colpi et al.(1997) hanno analizzato quali
tipi di alterazione ecografica delle vie
seminali distali risultano maggiormente
predittive di sub-ostruzione e quindi di
alterazione seminale. Come gold-standard
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Risultati seminali dopo TRUCA (vedi testo).

diagnostico & stato utilizzato il Seminal
Tract Washout (Colpi et al., 1994b).

La presenza di almeno una vescicola
seminale ectasica (diametro antero-poste-
riore = 15 mm) si associa tre volte su quat-
tro ad una sub-ostruzione distale(Colpi et
al.,1997b).

Tuttavia la concomitante presenza di ipo-
posia (volume seminale < 1,5ml) porta la
positive predictive value (PPV) a raggiun-
gere il 100%, anche se a scapito di una
bassissima sensibilita (51,8%) (vale a dire
che una sub-ostruzione distale pud essere
presente anche in soggetti con vescicole
seminali non dilatate o con volume semi-
nale apparentemente normale).

La presenza di aree anecoiche policicliche
nelle vescicole seminali (stasi vescicolare)
si associa ad un quadro di sub-ostruzione
nel 64,1% dei casi, arrivando al 91,6%
qualora esista una consensuale ipoposia.
L'assenza di stasi associata ad un volume
seminale > 1,5 ml consente di escludere
una sub-ostruzione 97,6 volte su 100, con
una specificita dell'80%.

Tutte le altre anomalie ecografiche non si
sono singolarmente dimostrate utili sotto il
profilo predittivo. Le cisti mulleriane (anche
in presenza di volume seminale ridotto)
sono risultate responsabili di sub-ostruzio-
ne 6 volte su 10 (PPV 58,3%), indipenden-
temente dalla loro dimensione (maggiori o
minori di 10 mm di diametro). Anche le cal-
cificazioni del veru, la dilatazione dei dotti
ejaculatori e la presenza di formazioni litia-
siche nei dotti ejaculatori si sono correlate
con un reale disturbo di svuotamento solo
in circa la meta dei casi.

Pertanto l'ecografia transrettale appare
sufficientemente predittiva di sub-ostruzio-
ne delle vie seminali distali solo quando in
un soggetto dispermico siano presenti
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vescicole seminali dilatate e con segni di
stasi.
Utilizzando una  Stepwise Logistic
Regression (SLR) Analysis ¢ stato possibile
allestire due grafici di predittivita di sub-
ostruzione delle vie seminali distali in rela-
zione ai parametri:
1) volume dell’ejaculato
2) diametro antero-posteriore della vesci-
cola seminale maggiore post-ejaculazio-
ne
3) assenza (Grafico 1) o presenza (Grafico
2) di aree anecoiche nella vescicola semi-
nale.
Tali grafici possono risultare utili nella pra-
tica clinica, fornendo le probabilita di sub-
ostruzione delle vie seminali distali in ogni
singolo paziente del quale si conoscano il
volume elaculato, il diametro antero-poste-
riore e I'ecopattern della vescicola semina-
le di maggiori dimensioni.
A scopo esemplificativo presentiamo il
caso di un paziente con volume seminale
di 1,5 ml e con almeno una vescicola
seminale del diametro antero-posteriore di
15 mm, senza segni di stasi. Sulla base
del nostro modello statistico, la probabilita
che ci sia una sub-ostruzione delle vie
seminali distali € pari al 45% (grafico 1).
Se lo stesso paziente avesse un volume
seminale pari a 2 ml, la probabilita scen-
derebbe al 33%. Per contro, se lo stesso
paziente avesse segni di stasi liquida intra-
vescicolare, la probabilita salirebbe rispet-
tivamente al 84% (per volume seminale
pari a 1,5 ml) e al 76% (per volume semi-
nale pari a 2 ml)(grafico 2).
Pertanto in presenza di elevata probabilita
di patologia subostruttiva delle vie semina-
li distali, il trattamento di ulteriori fattori di
dispermia (p.e. varicocele, disfunzioni
endocrine) potrebbe risultare vano.
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RTCANALTZZAZTONE MICROCHIRURGICA DELIA VIA SEMINALE PROSSIMALE

José M?@ Pomerol

Servicio de Andrologia, Fundacio Puigvert (Barcelona)

Introduzione

La via seminale pu0 ostruirsi a qualsiasi livel-
lo, dalla rete testis fino al dotto eiaculatore.
L'ostruzione pud essere totale o parziale, a
uno o piu livelli, monolaterale o bilaterale,
congenita o acquisita. A seconda delle carat-
teristiche dell'ostruzione, all'esame seminale
si puo riscontrare azoospermia (quando l'o-
struzione e totale e bilaterale) od oligozoo-
spermia (quando l'ostruzione € parziale bila-
teralmente oppure totale da un solo lato).
Nella pratica clinica la forma piu frequente di
ostruzione €& quella completa, bilaterale e
allo stesso livello.

In linea generale la via seminale puo ostruir-
si per compressione estrinseca (p.e. cisti
mulleriane intraprostatiche) o per resezione
iatrogena del dotto deferente (p.e. in corso di
erniorrafia inguinale o di orchidopessi) o del
tubulo epididimario (p.e. in corso di excisione
di cisti) o traumatica. La via seminale puo
anche interrompersi e terminare a fondo
cieco per difetti congeniti.

In 252 pazienti affetti da azoospermia escre-
toria abbiamo riscontrato una ostruzione
epididimaria nel 73% dei casi, deferenziale
nel 4%, del dotto eiaculatore nel 2%, e nel
testicolo nell' 1%. Nel rimanente 20% dei
pazienti era presente una agenesia bilatera-
le dei dotti deferenti.

In questo articolo affronteremo tutti gli aspet-
ti correlati all'ostruzione dell'epididimo e del
deferente, vale a dire del primo tratto della
via seminale.

Formazione microchirurgica

Il tubulo epididimario e il dotto deferente
hanno un lume rispettivamente di 0,1 e 0,3

Versione italiana a cura di
Luciano Negri & Alessandro Pizzocaro
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mm e pertanto, quando risultino ostruiti,
devono essere ricanalizzati con procedure
microchirurgiche. Per questo motivo chiun-
que si dedichi al trattamento chirurgico del
maschio infertile deve acquisire una compe-
tenza microchirugica tramite corsi di micro-
chirurgia generale (per apprendere le tecni-
che di base). Successivamente dovra di-
sporre dei mezzi adeguati (microscopio ope-
ratore, strumentario microchirurgico, fili di
sutura specifici) per poter applicare su ani-
mali da esperimento le tecniche apprese al
COrso.

Generalmente si inizia realizzando I'anasto-
mosi dell'arteria femorale o carotidea del
ratto, quindi 'anastomosi venosa e successi-
vamente la chirurgia vascolare piu comples-
sa. Intensificando I'attivita pratica sulla via
seminale, si possono realizzare vasovaso-
stomie ed epididimovasostomie. Le anasto-
mosi del deferente possono anche essere
praticate su segmenti di dotto deferente
umano rimossi in corso di vasectomia.
Quando si € acquisita una sufficiente abilita
in laboratorio sperimentale, si pud iniziare la
pratica microchirurgica sull'uomo, aiutati da
un collega gia esperto (Pomerol, 1994a). La
chirurgia piu idonea per iniziare € la varico-
celectomia inguinale, in cui si pratica la dis-
sezione e legatura delle piccole vene che
costituiscono il plesso venoso spermatico.
Se la qualita dello strumentario microchirur-
gico risulta importante per la riuscita di una
anastomosi, lo sono ancora di piu la pratica
e l'esperienza, e pertanto & necessario rea-
lizzare tale tecnica il piu frequentemente
possibile. Se cid non fosse possibile, le com-
petenze acquisite devono essere mantenute
ricorrendo al laboratorio sperimentale, in
particolare quando si € all'inizio della forma-
zione microchirurgica.



Chirurgia ricostruttiva della via seminale
vs. ICSI

Dato che le tecniche di fecondazione assisti-

ta e in particolare l'iniezione intracitoplasma-

tica di spermatozoi (ICSI) permettono di otte-

nere gravidanze con spermatozoi recuperati

chirurgicamente dal testicolo o dalla via

seminale, si dibatte attualmente se valga

ancora la pena sottoporre i pazienti azoo-

spermici a ricanalizzazione microchirurgica

delle vie seminali ostruite o non sia meglio

ricorrere in prima battuta alle suddette tecni-

che di fecondazione assistita. Per dimostra-

re quale di queste tecniche sia la piu ade-

guata, € necessario innanzitutto analizzare

criticamente alcune variabili correlate alla

coppia infertile:

- eta della moglie

- fattore femminile

- durata dell'infertilita

- livello e natura del processo ostruttivo

- eventuali trattamenti precedentemente
instaurati

- disponibilita della coppia in merito alle dif-
ferenti alternative.

Secondo il nostro parere, quando I'eta della
moglie non sia elevata (= 35 anni) e non ci
sono gravi anomalie ginecologiche (p.e.
ostruzione tubarica bilaterale), si deve sem-
pre consigliare la chirurgia ricostruttiva in
relazione alla sua innocuita, al fatto che non
€ necessario coinvolgere la partner nel trat-
tamento, al minor costo economico, al minor
coinvolgimento emotivo, alla minor comples-
sita e alla possibilita di ottenere una o piu
gravidanze in modo naturale. Inoltre, duran-
te la chirurgia ricostruttiva si possono aspira-
re e crioconservare spermatozoi da utilizza-
re successivamente per ICSI, eliminando la
necessita di reintervenire sul maschio. In
aggiunta, quando il paziente si ricanalizzi,
ma la qualita del seme risulti scadente, &
sempre possibile realizzare la ICSI senza
dover nuovamente praticare un intervento
chirurgico.
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OSTRUZIONE EPIDIDIMARIA
Eziologia e fisiopatologia

L'epididimo pud ostruirsi a qualsiasi livello,
dai coni efferenti fino alla cauda. L'ostruzione
puo interessare un singolo tubulo oppure
coinvolgere un ampio segmento dell'organo
che include varie anse tubulari.

Le cause piu frequenti di ostruzione epididi-
maria acquisita sono le infammazioni, i trau-
mi e le ostruzioni delle vie seminali distali
(dotti deferenti o dotti eiaculatori). In questo
ultimo caso infatti si viene a creare una iper-
pressione in tutta la via seminale, che puo
arrivare a rompere i tubuli epididimari. Lo
stravaso di materiale seminale nell'interstizio
epididimale provoca la formazione di un gra-
nuloma che a sua volta coinvolge i tubuli
adiacenti incrementando I'entita dell’ostru-
zione.

Tra le cause congenite di ostruzione epididi-
maria la piu nota € I'agenesia dei dotti defe-
renti, cui si associa molto spesso anche l'a-
genesia della cauda e del corpus epididymis.
Tale anomalia & causata da una mutazione
del gene della fibrosi cistica (Jarvi et al.,
1995). Altre forme di ostruzione congenita
dell’epididimo sono probabilmente frequenti,
ma anche difficili da diagnosticare. Tra que-
ste citiamo la Sindrome di Young (Young,
1970), caratterizzata da infezioni croniche
delle vie aeree ed ostruzione epididimaria.
Responsabile di entrambe le manifestazioni
cliniche € un'alterata motilita delle ciglia che,
a livello epididimario, provoca un’inibizione
del transito ed un accumulo di spermatozoi.
Il materiale seminale, degenerando, arriva
ad ostruire il lume tubulare.

Numerose ostruzioni epididimarie tuttavia
vengono ancora catalogate come idiopati-
che, essendo impossibile determinare la
natura congenita o acquisita del processo.
Nel primo caso la prognosi € sicuramente
peggiore, data la durata dell’ostruzione e
quindi delle ripercussioni negative sulla fun-
zionalita dell'organo, una volta ripristinata la
canalizzazione con la microchirurgia.



Non infrequentemente poi le ostruzioni epidi-
dimarie congenite si associano a malforma-
zioni congenite della via seminale distale
(Jarvi et al., 1998).

Diagnosi

La diagnosi di ostruzione epididimaria com-
pleta bilaterale viene formulata quando l'a-
zoospermia si associa ad un volume semi-
nale normale ed a una spermatogenesi con-
servata, e alllanamnesi non emergono dati
indicativi di patologia deferenziale (Pomerol,
1994b). In corso di biopsia testicolare bilate-
rale realizzata in anestesia locale, mediante
un'unica incisione scrotale di 1-2 cm, é
importante osservare le caratteristiche
macroscopiche della testa dell'epididimo.
L'assenza di dilatazione del tubulo epididi-
mario potrebbe svelare la presenza di una
ostruzione intratesticolare, cosa che & poco
frequente. In nessun caso € necessario
esporre la totalita del contenuto scrotale,
dato che le aderenze che possono formarsi
tra lI'albuginea e la tunica vaginale possono
rendere difficoltosa la ricanalizzazione
microchirurgica. In questi pazienti & impor-
tante anche determinare la presenza di anti-
corpi sierici antispermatozoo e di una even-
tuale infezione (spermiocoltura e ed esame
microbiologico della secrezione prostatica).
Una infezione delle vie seminali pud infatti
essere responsabile dell'ostruzione della
anastomosi microchirurgica.

Tecnica chirurgica

Scopo della chirurgia ricostruttiva epididima-
ria & il ripristino della pervieta tra il tubulo
epididimario ed il dotto deferente.
L'epididimo-vasostomia (EV) latero-termina-
le rappresenta la tecnica di elezione. La tec-
nica da noi utilizzata presenta alcune varian-
ti rispetto a quella descritta da vari autori
(Wagenknecht et al., 1980; Fogdestam et al.,
1986, Thomas, 1987).
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Data la durata dell'intervento, la EV va rea-
lizza in anestesia generale o spinale.
Attraverso un'incisione scrotale longitudinale
si espone il dotto deferente a livello della por-
zione rettilinea scrotale e lo si emiseziona
trasversalmente sulla faccia anteriore fino ad
esporre il lume del dotto. Questo viene
incannulato in senso anterogrado con un
cateterino venoso pediatrico e in esso si
inietta soluzione fisiologica al fine di verifica-
re la pervieta della via seminale distale
(fig.1a). Questa & la manovra di maggior
importanza poiché permette di evitare di
aprire inutilmente il tubulo epididimario in
quei casi (non frequenti) in cui potrebbe esi-
stere un'ostruzione del dotto deferente o del
dotto eiaculatore che controindicherebbero
I'esecuzione della ricanalizzazione microchi-
rurgica.

Fig. 1a

Si procede quindi a creare una “finestra”
nella vaginale che riveste I'epididimo (fig.
1b).

Fig. 1b



Lincisione deve avere un diametro pari a
quello del dotto deferente (fig. 1c) e deve
essere praticata il piu distalmente possibile
rispetto alle anse tubulari dilatate.

Fig. 1c

Comprimendo I'epididimo con le dita a livello
dellincisione, si fanno protrudere le anse
tubulari (Fig. 2a). Si identifica la migliore e la
si inizia a liberare dal tessuto connettivo cir-
costante (fig. 2b).

Marmar (1995) propone di far passare un
punto di nylon monofilamento di 11-0 attra-
verso la parete del tubulo al fine di permet-
terne la trazione prima di inciderlo. Con una
forbicina microchirurgica o con un microbi-
sturi si pratica una incisione circolare a livel-
lo della zona di massima convessita dell'an-
sa (fig. 2c), facendo attenzione a che il suo
diametro sia il piu vicino possibile a quello
del lume del deferente (fig . 2d).

Una goccia del materiale seminale che fuo-
riesce dalla apertura del tubulo epididimario
viene posta su un vetrino che viene imme-
diatamente consegnato ad un biologo (pre-
sente in sala operatoria) per verificare la pre-
senza e la qualita degli spermatozoi secondo
la classificazione di Silber (Tabella 1).

Tabella 1: Classificazione di Silber

1 Spermatozoi prevalentemente mobili

2 Spermatozoi normali prevalentemente
immobili

3 Rari spermatozoi normali, numerose
teste

4 Solo teste di spermatozoi

5 Assenza di spermatozoi
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Fig. 2a

Fig. 2b

Fig. 2c

Fig. 2d




Se gli spermatozoi sono assenti o risultano
totalmente immobili, si isolano altre anse
tubulari sempre piu prossimali arrivando, se
necessario, ai coni efferenti. Una volta trova-
ti spermatozoi idonei, prima di procedere alla
sutura microchirurgica, li si aspira mediante
una metodica ideata dalla nostra equipe
(Ruiz-Romero et al., 1994) (fig. 3) elisiinvia
in laboratorio per crioconservazione. E'
importante realizzare una buona emostasi
dei piccoli vasi sanguinanti con pinza da
coagulazione bipolare.

v
| \
& J1 ‘?
b+
s :&
Ay
Fig. 3

Si completa la sezione trasversale del defe-
rente e si libera la parte distale dello stesso
mediante l'aiuto di forbici e di un tampone in
modo da dislocarla facilmente e senza ten-
sione fino al punto in cui deve essere prati-
cata I'anastomosi. Quest'ultima viene iniziata
dando 3 o piu punti di nylon 9-0 monofila-
mento tra il versante interno della vaginale
epididimaria e quella muscolare deferenziale
(fig.4a). Questa manovra facilita I'avvicina-
mento di due lembi di anastomosi. Si proce-
de quindi dando 2 o 3 punti di nylon monofi-
lamento 10-0 sul margine posteriore del
tubulo epididimario e la mucosa del lume
deferenziale (fig.4b). Ci sono autori che
sostengono sia utile impregnare il lume del
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tubulo epididimario con una o due gocce di
blu di metilene. La periferia del tubulo si tinge
di blu, mentre il lume conserva il suo colore,
agevolando la sutura (Belker, 1994;
Niederberger & Ross 1993).

Affinché i nodi rimangano nella parte esterio-
re dell'anastomosi, I'ago deve entrare dall'e-
sterno verso l'interno del tubulo e dall' inter-
no verso I'esterno della mucosa del deferen-
te.

Si completa I'anastomosi di entrambi i lumi
con 2 o 3 punti sulla faccia anteriore (fig.4c).

Fig. 4a

Fig. 4c



Per facilitare il controllo costante del lume
del tubulo epididimario mentre si danno i
punti, & fondamentale non annodare i fili fino
a quando non sono stati tutti apposti.
L'operazione termina dando 3 o 4 punti di
nylon 9-0 monofilamento tra le facce ante-
riori della muscolare deferenziale e della
tunica epididimaria (fig.4d).

Fig. 4d

Recentemente, abbiamo modificato la tecni-
ca utilizzando fili di nylon 10-0 da 2,5 cm con
doppio ago. Una volta realizzata l'apertura
del tubulo epididimario si passano i doppi
aghi di sutura alle ore 2, 5, 8 e 10 del margi-
ne tubulare (fig. 5a).

Si appongono poi tre punti di rinforzo in nylon
9-0 tra la muscolare deferenziale posteriore
e la vaginale epididimaria (come gia prece-
dentemente descritto). Quindi i quattro punti
apposti sul tubulo epididimario vengono pas-
sati attraverso la mucosa del lume deferen-
ziale (figg. 5b, 5¢). L'atto chirurgico termina
dando gli ultimi 3 punti di rinforzo in nylon 9-
0 tra la vaginale epididimaria e lo strato ante-
riore della muscolare deferenziale (fig. 5d).
Questa tecnica permette un controllo costan-
te del tubulo epididimario, cosi come un
minor tempo chirurgico.

Recentemente, Marmar (2000) ha descritto
un’altra tecnica di invaginazione del tubulo
epididimario nel lume deferenziale utilizzan-
do solo due fili di sutura con doppio ago.
Questi vengono fatti passare attraverso la
parete del tubulo epididimario che viene poi
inciso tra i due fili.

Ogni filo viene quindi fatto passare attraver-
so la mucosa e la muscolare del dotto defe-

rente. Per applicare questa tecnica in manie-
ra adeguata € importante che il tubulo epidi-
dimario sia sufficientemente dilatato.

Fig. 5a

Fig. 5b

Fig. 5¢

Fig. 5d



Si consiglia di lasciare per 24 ore un drenag-
gio in aspirazione di buon calibro nella parte
inferiore di entrambi gli emiscroti. Il paziente
viene dimesso il giorno successivo all'inter-
vento, con obbligo di portare un sospensorio,
assumere antiinfiammatori non steroidei e
col consiglio di mantenere una astinenza
sessuale per 20 giorni.

Quando nel 1985 abbiamo iniziato a pratica-
re la epididimo - vasostomia, la tecnica di
elezione era quella termino-terminale
descritta da Silber, che consisteva nella
sezione trasversale dell'epididimo in toto e
nella anastomosi del tubulo, dal quale fuo-
riusciva costantemente del fluido seminale,
con il lume del dotto deferente (Silber,
1978b). Successivamente abbiamo optato
per quella latero-terminale per il fatto che &
una tecnica meno aggressiva e offre meno
difficolta nella selezione del tubulo epididi-
mario da anastomizzare. Schlegel e
Goldstein (1993) non hanno trovato differen-
ze significative in termini di ricanalizzazione
utilizzando le due tecniche.

Ad un mese dall'intervento si pud praticare il
primo spermiogramma, anche se nella mag-
gior parte dei casi gli spermatozoi compaio-
no dopo qualche mese dall'intervento.
Matthews in una revisione di 100 casi tratta-
ti, ha osservato che il tempo medio necessa-
rio perché appaiano gli spermatozoi all'esa-
me seminale & di 3,6 mesi e di 1 anno per
completare il processo di canalizzazione
(Matthews et al., 1995). Nella serie pubblica-
ta da Jarow et al. (1995), il tempo medio di
comparsa degli spermatozoi € di 6 mesi. La
spiegazione piu verosimile & che Il'edema
prodotto dal semplice passaggio dell'ago
attraverso la fine parete dell’'epididimo man-
tenga temporaneamente chiusa I'anatomosi.
Non si pud escludere che gli spermatozoi
quando possiedono una buona motilita favo-
riscano un'apertura piu rapida dell'anasto-
mosi. Niederberger e Ross (1993) ritengono
unico fattore prognostico per il buon esito
della EV il riscontro di spermatozoi in sede
intraoperatoria, indipendentemente dalla loro

-45-

motilita. [l ritardo di ricanalizzazione potreb-
be essere anche spiegato come la conse-
guenza di un'anastomosi poco precisa o di
una cicatrizzazione anomala che determina
una riostruzione. Gli spermatozoi, che cerca-
no di trovare la continuita della via, spinge-
ranno nel punto piu debole dell'anastomosi,
fino ad aprirsi il cammino verso la via distale.
Se a 12 mesi dall' intervento non compaiono
spermatozoi nell'eiaculato, la prognosi deve
essere considerata negativa e pertanto si
deve valutare la possibilita di praticare un
nuovo intervento chirurgico ricostruttivo con
recupero degli spermatozoi e ICSI successi-
va, sempre che quest'ultima tecnica non
possa essere realizzata mediante spermato-
zoi crioconservati durante il primo intervento.

In molti casi, dopo la EV possono comparire
spermatozoi nell'eiaculato in numero ridotto
o di scarsa qualita. Non sempre la causa
risulta chiara anche se & spesso plausibile
una riostruzione parziale od una alterazione
tubulare morfologica o neurologica, secon-
darie a processi ostruttivi di lunga data. Non
si pud neppure escludere che tale fenomeno
sia da imputare alla presenza di anticorpi
antispermatozoo (quando siano dimostrabi-
li). Nonostante cio, se in questi casi non si
ottiene una gravidanza spontanea, € possibi-
le utilizzare gli spermatozoi eiaculati per pro-
cedere alla ICSI senza la necessita di rein-
tervenire.

La prognosi relativa al recupero della fertilita
e all'ottenimento di gravidanza spontanea &
migliore nelle ostruzioni epididimarie acquisi-
te e di breve durata (Matsuda et al., 1993),
quando l'ostruzione si trova a livello distale
(cauda epididymis), quando gli spermatozoi
nei tubuli epididimari sono di buona qualita e
quando la donna € giovane e non presenta
alcuna patologia.

Nella tabella 2 vengono riportati i risultati piu
importanti pubblicati in letteratura. In molti di
questi l'eziologia dell'ostruzione epididimaria
¢ la vasectomia (che conferisce una progno-
si migliore); in altri casi la causa non € nota.



Autore/anno Casi Tecnica Pervieta Gravidanze (%)
anastomosi (%)
SILBER 1978 14 T-T 86,0 -
MCLOUGHLIN 1982 23 - - 39,0
DUBIN 1984 46 T-T 39,0 13,0
WAGENKNECHT 1985 50 L-T - 23,0
FOGDESTAM 1986 41 L-T 85,3 36,6
THOMAS 1986 50 L-T 66,0 41,9
LEE 1987 158 T-T 37,0 20,0
NIEDERBERGER 1993 22 L-T 48,0 18,0
MATSUDA 1994 26 T-T/L-T 80,8 41,7
MARMAR 1995 10 L-T 73,6 42,0
MATTHEWS 1995 100 T-T/L-T 65,0 21,0
JAROW 1995 89 L-T 56,0 -
Tabella 2: Risultati delle epididimovasostomie

(T-T = Termino-Terminale ; L-T = Latero-Terminale)

La presenza di spermatozoi nel seme dopo
la chirurgia varia tra il 39% e '86%, e le gra-
vidanze variano tra il 13% ed il 42% (Silber,
1978b; Wagenknecht et al., 1980;
Fogdestam et al., 1986; Lee, 1987; Thomas,
1987; Niederberger & Ross 1993; Matthews
et al., 1995). Sono stati descritti casi di rica-
nalizzazione e di successiva gravidanza
dopo EV realizzata a livello dei coni efferenti
(Silber, 1988; Weiske, 1994).

Lee (1987), confrontando i risultati delle epi-
didimovasostomie realizzate con macro- e
con microchirurgia, ha trovato differenze
significative a favore dell'ultima.

In una serie di 60 casi (nei quali sono stati
esclusi quelli post-vasectomia), la nostra
equipe ha ottenuto il 58% di canalizzazioni e
il 32% di gravidanze quando l'eziologia del-
I'ostruzione epididimaria era acquisita e il
34% di canalizzazioni e il 9% di gravidanze
quando era congenita o idiopatica. Nei casi
con presenza di spermatozoi nell'eiaculato
ma in cui non si & ottenuta una gravidanza
spontanea, si & proceduto alla ICSI e la per-
centuale di fertilizzazione & stata del 68% e
quella di gravidanza del 29%. Quando sono
stati utilizzati spermatozoi crioconservati, la
percentuale di fertilizzazione & stata del 52%
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e si e ottenuta una gravidanza nel 22% dei
casi.

OSTRUZIONE DEFERENZIALE
Eziologia

L'ostruzione del dotto deferente & abbastan-
za rara e solitamente ha un'eziologia jatro-
gena (erniorrafie, varicocelectomie, orchido-
pessi o qualsiasi altro intervento chirurgico a
livello inguino-scrotale). Ancor piu raramente
la genesi & traumatica. L'infezione del defe-
rente & assolutamente eccezionale ed usual-
mente di tipo tubercolare. Raramente si pos-
sono anche trovare malformazioni congenite
che abitualmente si localizzano a livello di-
stale del dotto. Attualmente il motivo piu fre-
quente per il quale si pratica una vasovaso-
stomia (VV) ¢ il desiderio di recupero della
fertilita da parte di uomini precedentemente
sottoposti a vasectomia per scopo contrac-
cettivo.

Diagnosi

La diagnosi di ostruzione deferenziale nei
pazienti giunti alla nostra osservazione per
problemi di infertilita viene formulata parten-
do dall'anamnesi patologica, dalla biopsia



Fig. 6a: deferentovesciculografia bilaterale. Le frecce
indicano il punto dell’'ostruzione dei dotti deferenti.
Paziente sottoposto ad ernioplastica inguinale bilatera-
le.

Fig. 6b: deferentovesciculografia destra. La freccia
indica il punto dell’ostruzione deferenziale distale
(ostruzione di natura tubercolare).

del testicolo, dove si dimostra una sperma-
togenesi conservata, e della deferentovesci-
culografia (DVG) che permette di determina-
re il livello dell'ostruzione (fig. 6a,b). Lo stu-
dio immunologico su siero permette di dimo-
strare la presenza di anticorpi anti-sperma-
tozoo. Quando la causa dell'ostruzione defe-
renziale é jatrogena, pud essere molto diffi-
cile localizzare I'estremita distale del dotto
deferente e a volte pud addirittura mancare
un ampio segmento del dotto, impedendo
cosi l'avvicinamento dei due monconi e quin-
di I'anastomosi. Inoltre, quando l'ostruzione
e di vecchia data, capita spesso che anche
I'epididimo risulti ostruito per la rottura del
tubulo creata dall’ iperpressione all’ interno
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della via seminale. In questi casi e nelle
ostruzioni molto distali del deferente, si deve
procedere all'aspirazione degli spermatozoi
dall'estremita prossimale del deferente o
dell'epididimo.

In caso di ostruzione deferenziale post-
vasectomia, I'unico esame preoperatorio da
praticare, oltre agli indici di emostasi, € la
determinazione degli anticorpi antispermato-
zoi nel siero. L'esito della VV in questi casi
dipende, secondo il nostro criterio, dal tipo di
vasectomia praticata. La prognosi migliore si
ha quando la sezione del dotto deferente &
stata eseguita il piu distale possibile rispetto
all'epididimo, con occlusione mediante elet-
trocoagulazione solamente del segmento
distale, lasciando libero il prossimale. In
questo modo si evita la rottura da eccesso di
pressione da parte del tubulo epididimario.

La VV puo essere realizzata sotto anestesia
locale, in regime ambulatoriale. Questa pos-
sibilita dipende unicamente dalla durata del-
I'intervento. Noi pratichiamo la vasovasosto-
mia bilaterale in due strati secondo la tecni-
ca descritta da Silber (1978a) in un tempo
che variatra 1 e 2 ore.

A livello della radice scrotale si realizza una
minima incisione e si esteriorizza il deferen-
te al livello in cui fu praticata la vasectomia,
dove si apprezzano l'interruzione del dotto o
la presenza del granuloma spermatico sul
moncone prossimale. Si seziona trasversal-
mente il moncone deferenziale distale e se
ne verifica la pervieta fino all'uretra median-
te l'iniezione di soluzione fisiologica (si veda
in dettaglio la procedura nel paragrafo relati-
vo alla epididimovasostomia). Una volta
sezionata anche I'estremita del moncone
prossimale del deferente, si striscia su un
vetrino portaoggetti il fluido seminale che ne
fuoriesce e si valuta la concentrazione e la
qualita spermatica, in accordo con la classi-
ficazione riportata nella tabella 1.

Indipendentemente dal riscontro o0 meno di
spermatozoi, si procede ad ultimare la chi-
rurgia ricostruttiva sotto la guida del micro-
scopio intraoperatorio. Con l'aiuto di forbici e



di tampone si libera I'estremo deferenziale
distale per evitare tensioni nell'anastomosi.
Uno speciale clamp deferenziale permette di
avvicinare in maniera adeguata entrambi i
monconi per la sutura microchirurgica. Per
meglio visualizzare i sottili fili di sutura ed i
monconi deferenziali rispetto al campo ope-
ratorio circostante si pud collocare sotto il
suddetto clamp un pezzo di foglio di plastica
colorata. Con monofilamento di nylon 9-0 si
realizzano 3 punti anteriori e 3 posteriori
attraverso i due strati mucosi dei lumi defe-
renziali. Si completa la anastomosi con vari
punti attraverso lo strato muscolare in
entrambe le facce del deferente (fig.7).

a®

Fig. 7: vasovasostomia in due strati.
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E' anche possibile realizzare la VV in un
unico piano secondo la tecnica proposta da
Schmidt nel 1978 (apposizione triangolare
dei punti) (Fox, 1996). Noi pratichiamo la VV
in un piano quando la anastomosi deve
essere fatta nel segmento convoluto e in tutti
i casi in cui il deferente & molto sottile.

Altre tecniche proposte di VV si basano sul-
l'utilizzo del laser (Rosemberg et al., 1985;
Rosemberg et al., 1988, Shanberg et al.,
1990) o sull'utilizzo della colla di fibrina
(Silverstein et al., 1991).

Si lasciano drenaggi in entrambi gli emiscro-
ti che devono essere rimossi dopo 24 ore e
si consiglia I'uso del sospensorio per 1 setti-
mana e astinenza sessuale per 20 giorni. Ad
un mese dall'intervento si deve praticare il
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primo spermiogramma. Contrariamente a
quello che succede nella chirurgia ricostrutti-
va epididimaria, gli spermatozoi compaiono
nell' ejaculato piu precocemente.
Frequentemente la concentrazione e la qua-
lita spermatica migliorano progressivamente,
una volta che sono stati emessi gli sperma-
tozoi piu vecchi rimasti bloccati nell'epididi-
mo.

Nei casi in cui non si sono riscontrati sper-
matozoi durante I'atto chirurgico e non com-
paiono nell'eiaculato dopo la chirurgia, si
deve pensare ad una ostruzione epididima-
ria secondaria, che richiede una successiva
epididimovasostomia. Meno frequentemen-
te, dopo la comparsa di spermatozoi nell'eia-
culato, si pud ripresentare un quadro di
azoospermia. In questo caso si deve sospet-
tare la presenza di cicatrizzazione anomala
che determina un'ostruzione di entrambi i
deferenti. Nella nostra esperienza abbiamo
osservato che in questi pazienti frequente-
mente le VV falliscono ripetutamente.
Un'altra possibilita € che compaiano pochi
spermatozoi qualitativamente scadenti nel-
I'ejaculato. In questo caso si deve prendere
in considerazione la presenza di anticorpi
antispermatozoo (Linnet et al., 1981) e per-
tanto si puod tentare un trattamento cortico-
steroideo. Si deve comunque considerare
che gli anticorpi antispermatozoo sono pre-
senti in piu del 50% dei pazienti con ostru-
zione deferenziale (Alexander & Anderson,
1979; Meinertz et al., 1990). Thomas et al.
(1981) non hanno osservato differenze signi-
ficative in termini di tasso di gravidanza post-
VV confrontando i pazienti con anticorpi vs.
quelli senza anticorpi.

Un'altra spiegazione possibile in merito all'o-
ligozoospermia € la riostruzione parziale del
deferente e la possibile lesione neurologica
locale indotta dalla vasectomia o dalla suc-
cessiva chirurgia ricostruttiva, con riduzione
della contrazione del deferente e quindi diffi-
coltosa propulsione del liquido spermatico
(Pabst et al., 1979). Di recente alcuni ricer-
catori hanno ipotizzato che una scadente



qualita seminale post-vasovasostomia vada
imputata alla presenza di radicali liberi del-
I'ossigeno prodotti dai leucociti o dagli sper-
matozoi stessi (Shapiro et al., 1998; Kolettis
et al., 1999).

Se poi non si ottengono gravidanze naturali,
si pud suggerire l'impiego di tecniche di
fecondazione assistita a bassa o ad alta
tecnologia, in funzione dei risultati della pre-
parazione biologica del seme.

In un'alta percentuale di pazienti nei quali
non si sono riscontrati spermatozoi durante
I'atto chirurgico, o in quelli in cui si sono
osservate solo teste di spermatozoi, si
riscontrano spermatozoi normali nell'eiacula-
to dopo la VV (Sharlip, 1982). Questo ¢ |l
motivo per il quale si consiglia di praticare
sempre la VV, indipendentemente dal riscon-
tro o meno di spermatozoi durante I'atto chi-
rurgico.

Il tasso di successo della VV & inversamente
correlato al tempo intercorso dalla vasecto-
mia. Tuttavia noi riteniamo che il fattore pro-
gnostico piu importante rimanga il livello al
quale é stato sezionato il deferente.

Nella tabella 3 vengono riportati i risultati
delle casistiche piu ampie di VV (Fenster &
McLoughlin, 1981; Cos et al., 1983; Owen &
Kapila, 1984; Soonawalla & Lal, 1984; Lee,
1986; Silber, 1989; Matthews et al., 1995).
La percentuale di comparsa degli spermato-
zoi nel seme dopo la chirurgia oscilla tra il

pit  ampia pubblicata €& quella del
Vasovasostomy Study Group (Belker et al.,
1991). In 1247 VV si ¢ ottenuta la ricanaliz-
zazione e la gravidanza rispettivamente
nell'86% e 52% dei casi. Nei 222 casi della
stessa serie in cui si & praticata la VV per la
seconda volta, gli spermatozoi sono compar-
si nel seme nel 75% dei casi, e nel 43% delle
coppie si & ottenuta una gravidanza. Questo
studio dimostra risultati differenti in relazione
al tempo trascorso dalla vasectomia.
Quando la vasectomia era stata praticata in
un periodo inferiore a tre anni, la percentua-
le di comparsa degli spermatozoi nel seme e
quella di gravidanza era del 99% e del 76%
rispettivamente. Al di sopra dei 15 anni si
dimostrata la presenza di spermatozoi nel
seme nel 71% dei casi e di gravidanza nel
30% dei casi. Quando non si sono riscontra-
ti spermatozoi nel moncone prossimale dei
dotti deferenti, il tasso di ricanalizzazione
risultava pari al 60% e quello di gravidanza al
31%.

Lee (1986), in accordo con il Vasovasostomy
Study Group, non ha trovato differenze signi-
ficative nei risultati delle VV realizzate in uno
o in due strati.

In una nostra casistica relativa a 102 pazien-
ti (eta media 37 anni, range 25-54 anni) che
hanno richiesto una VV post-vasectomia, i
motivi del desiderio di recupero della fertilita

75% ed il 99%, e quella di ottenimento di erano il cambio di partner (53%), il desiderio
una gravidanza tra il 46% e 1'82%. La serie di altri figli nell'lambito della stessa coppia

AUTORE |/ ANNO N° RICANALIZZAZIONI(%) GRAVIDANZE(%)

FENSTER 1981 26 96 54

COS 1983 87 75 46

OWEN 1984 475 93 82

SOONAWALLA 1984 339 89 63

LEE 1986 185 91 52

SILBER 1989 282 91 81

BELKER 1991 1247 86 52

MATTHEWS 1995 100 99 52

Tavola 3 : Risultati della vaso-vasostomia microchirurgica
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(26,4%), la morte del figlio (7,8%) e la vasec-
tomia praticata prima del matrimonio (7,8%).
La qualita del liquido spermatico dal monco-
ne deferenziale prossimale era di grado 1 nel
22% dei pazienti, di grado 2 nel 32%, di
grado 3 nel 17%, di grado 4 nell'11% e di
grado 5 nel 18%.

Settantatré pazienti sono stati valutati a
distanza. Nel 93,2% di essi si & ottenuta la
ricanalizzazione delle vie seminali ed una
gravidanza nel 40% delle coppie. Nel 92,3%
dei pazienti che presentavano un liquido
spermatico deferenziale di grado 5 durante
la VV, si € riscontrata la presenza di sper-
matozoi nell'eiaculato dopo la chirurgia.

CHIRURGIA RICOSTRUTTIVA CROCIATA

In determinate occasioni & necessario utiliz-
zare determinati segmenti di entrambe le vie
seminali per ottenere la pervieta di una sola
di queste. Quando si ha un testicolo con
patologia secretoria ed una via seminale
conservata, ed il testicolo controlaterale &
normale ma con una ostruzione a livello del
deferente distale o del dotto eiaculatore, pud
essere praticata I'anastomosi crociata tra il
deferente del testicolo sano ed il deferente
del testicolo alterato (VV crociata) (Lizza et
al., 1985). Un altro esempio in cui applicare
una ricanalizzazione crociata € quello della
agenesia unilaterale del deferente con un
testicolo sano e quello controlaterale altera-
to, ma con via seminale distale normale. In
questo caso pud essere praticata I'anasto-
mosi tra I'epididimo con agenesia ed il defe-
rente controlaterale (EV crociata). Nei 10
pazienti sottoposti da Sabanegh e Thomas
(1995) ad EV crociata per differenti cause, si
e ottenuta la ricanalizzazione nell'89% e la
gravidanza nel 28,5%.

CHIRURGIA RICOSTRUTTIVA NELLA OLI-
GOZOOSPERMIA

Alcune forme di oligozoospermia sono docu-
mentabili in pazienti affetti da ostruzione
completa monolaterale e patologia secreto-
ria controlaterale. La diagnosi di una oligo-
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zoospermia escretoria si pone sulla scorta
dell'lanamnesi patologica, della esplorazione
chirurgica dell’epididimo, della biopsia testi-
colare e della deferentovesciculografia.
Quest'ultima ¢ indicata quando il volume
seminale risulta ridotto e quando esistono
precedenti che possano aver determinato
una ostruzione deferenziale (erniorrafia,
orchidopessia, etc.). Per la corretta diagno-
si dell'oligozoospermia escretoria € necessa-
rio praticare uno studio quantitativo degli
spermatidi maturi, come suggerito da Silber
& Rodriguez-Rigau (1981). Se il numero di
spermatidi maturi &€ nettamente superiore al
numero degli spermatozoi dell'eiaculato, I'oli-
gozoospermia deve essere classificata come
ostruttiva.

Dato che in queste coppie & possibile ese-
guire la ICSI con gli spermatozoi eiaculati,
sorge spontaneo linterrogativo se valga la
pena di ricorrere alla chirurgia ricostruttiva o
disostruttiva. Secondo il nostro parere, que-
st'ultima sarebbe indicata in caso di asteno-
zoospermia totale o quando per qualsiasi
motivo non si possa procedere alla ICSI.

In una casistica di 16 pazienti oligozoosper-
mici nei quali la maggioranza delle ostruzio-
ni era localizzata a livello dell'epididimo
Hauser et al. (1995) hanno osservato dopo
la ricostruzione microchirurgica un incre-
mento della concentrazione e della motilita
spermatica in 8 pazienti (50%), nessuna
variazione in 5 (31%) e la scomparsa degli
spermatozoi nell’ejaculato (azoospermia) in
3 (19%). Due degli 8 pazienti che sono
migliorati hanno ottenuto una gravidanza
spontanea (12,5%).
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RECUPERO CHIRURGICO DEGLI SPERMATOZOI : CHE METODO UTILIZZARE?

Peter N. Schlegel

Center for Male Reproductive Medicine and Microsurgery, Cornell University - Weill Medical College
(New York)

Introduzione

Nel corso degli ultimi cinque anni pochi set-
tori della medicina moderna sono cambiati
cosi drasticamente come la medicina della
riproduzione, specialmente per quanto
riguarda il nuovo trattamento dell’infertilita
maschile che ha potuto beneficiare

1) dell'iniezione intracitoplasmatica di sper-
matozoi (ICSI) (Palermo et al., 1992)

2) di avanzate tecniche chirurgiche di recupero di
spermatozoi epididimari e testicolari (Girardi &
Schlegel, 1996; Girardi et al., 1997; Schlegel &
Su, 1997; Sheynkin & Schlegel, 1997).

Questi due principali progressi tecnici hanno

profondamente modificato il trattamento delle

azoospermie non-ostruttive (= secretorie) e di

quelle ostruttive gia considerate incurabili.

Prima di procedere al recupero chirurgico degli
spermatozoi dal testicolo o dall’epididimo,
andrebbe effettuata un’analisi preliminare della
partner, al fine di accertare che abbia un’ade-
guata riserva ovarica per sottoporsi alla proce-
dura IVF-ICSI.

Nei pazienti azoospermici con volume semi-
nale ridotto (<1ml), dovrebbe essere effet-
tuata una ricerca degli spermatozoi nelle
urine post-ejaculazione, al fine di escludere
un’eiaculazione retrograda.

E’ assolutamente necessaria un’anamnesi
accurata per individuare fattori etiopatogene-
tici che possono aver condotto all'azoosper-
mia, come il criptorchidismo, interventi di
ernia inguinale bilaterale, o casi familiari di
fibrosi cistica.

Versione italiana a cura di
Luciano Negri & Guido Piediferro

Un uomo con un passato di criptorchidismo
ed un volume testicolare di 8 ml molto pro-
babilmente avra un’azoospermia non ostrut-
tiva (NOA), mentre un paziente con agene-
sia deferenziale, con un volume testicolare
di 16 ml o pit ed una testa dell’epididimo
dilatata quasi sicuramente avra un’azoo-
spermia ostruttiva. L’'esame obiettivo dovreb-
be anche essere condotto con particolare
attenzione al volume dei testicoli (il normale
riscontro & superiore a 15 ml), alla presenza
di dilatazione epididimaria, che indica ostru-
zione, e all’esistenza del dotto deferente.

Il testicolo dovrebbe essere esaminato atten-
tamente per verificare I'esistenza di tumori,
causa non rara di azoospermia e la piu diffu-
sa forma neoplastica negli uomini di eta
compresa tra i 15 e i 45 anni.

Una indagine complementare, quale I'eco-
grafia transrettale, pud costituire un aiuto nel
determinare la presenza di un’ostruzione del
dotto eiaculatore. L'ecocolordoppler scrotale
pud servire ad individuare piccoli tumori al
testicolo in uomini con masse scrotali o una
storia di criptorchidismo (Tabella 1).

Tab. 1 : Protocollo diagnostico della
azoospermia

1 Spermiogrammi ripetuti

- (con centrifugazione ed esame del pellet cellulare)
Anamnesi completa

Esame obiettivo

Dosaggi ormonali

- Ormone follico-stimolante (FSH)

- Testosterone (T)

5 Esami complementari

- Esame dell'urina post-eiaculazione
- Ecografia transrettale

- Ecografia scrotale
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Inquadramento clinico dell’azoospermia

Prima di iniziare il trattamento in una coppia
nella quale 'uomo sia affetto da azoosper-
mia, & necessario stabilire se si tratti di una
forma secretoria (NOA) od ostruttiva (OA),
ovviamente dopo aver escluso la presenza
di una eiaculazione retrograda, frequente nei
diabetici. Infatti, in questi casi, non sono
necessarie procedure invasive per il recupe-
ro dei gameti che possono essere isolati
dalle urine raccolte dopo orgasmo.

Va esclusa anche una anejaculazione, spes-
SO presente nei paraplegici, che pud essere
trattata mediante stimolazione vibratoria del
pene o elettroeiaculazione.

L’azoospermia non-ostruttiva € una condizio-
ne che si verifica quando nell’eiaculato non
sono presenti spermatozoi, per una grave
alterazione della spermatogenesi.

La maggior parte degli uomini affetti da NOA
ha testicoli piccoli, un FSH elevato ed epidi-
dimi vuoti.

In queste condizioni, la biopsia del testicolo
rivelera una produzione alterata di spermato-
zoi. | quadri istologici generalmente indivi-
duati in questi casi sono la Sindrome a Sole
Cellule di Sertoli, I'arresto maturativo e I'ipo-
spermatogenesi (Jow et al., 1993; Ostad et
al., 1998).

La Sindrome a Sole Cellule di Sertoli
(SCOS) & una condizione che si verifica
quando nei tubuli seminiferi sono presenti
solo le cellule di supporto (cellule di Sertoli),
senza cellule germinali.

Nell'Arresto maturativo i tubuli seminiferi
risultano rivestiti da cellule germinali che non
raggiungono la completa differenziazione
fino allo spermatozoo.
L'lpospermatogenesi si caratterizza per un
difetto quantitativo delle cellule della linea
germinativa che comunque arrivano a matu-
razione completa.

Quando si abbia una buona esperienza clini-
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ca, 'anamnesi e I'esame obiettivo possono
gia orientare verso la genesi dell’azoosper-
mia. Per esempio, la presenza di testicoli di
volume normale, con epididimi induriti e/o
'assenza dei dotti deferenti condurra ad una
diagnosi di OA.

Una storia di criptorchidismo in presenza di
testicoli piccoli e di consistenza ridotta indi-
rizzera verso una NOA, specialmente quan-
do I'FSH risulta elevato (tabella 2).

Tab. 2 : Caratteristiche diagnostiche della
NOA

1 Anamnesi
- Criptorchidismo, chemioterapia, anomalie genetiche.
2 Esame obiettivo
- Testicoli piccoli (<15 ml.) e/ o di consistenza ridotta;
epididimo vuoto.

3 Spermiogramma
- Volume normale, presenza di fruttosio, spermatozoi
assenti
4 Dosaggi ormonali
- FSH alto
- Testosterone al limite inferiore
- Estradiolo al limite superiore

La distinzione tra OA e NOA ¢ di fondamen-
tale importanza in quanto i pazienti con pato-
logia ostruttiva possono avere diverse alter-
native efficaci per il trattamento, quale la
ricostruzione microchirurgica delle vie semi-
nali. Al contrario, nei pazienti affetti da NOA
esiste un elevato rischio di non riuscire a
recuperare chirurgicamente spermatozoi
testicolari per 'esecuzione della ICSI, e per-
tanto le coppie devono essere informate di
tale rischio prima di accedere ad un pro-
gramma di fecondazione assistita. Non biso-
gna poi dimenticare che molte forme di NOA
sono secondarie ad una anomalia cromoso-
mica, che pertanto anche nel caso di recu-
pero di spermatozoi testicolari, potrebbe
impedire la fertilizzazione degli oociti. Anche
alcune forme di OA possono essere associa-
te ad una anomalia genetica. La piu frequen-
te, vale a dire I'agenesia dei dotti deferenti,
risulta secondaria a mutazioni del gene della
fibrosi cistica (CFTR).



Qualita degli spermatozoi nell’azoosper-
mia ostruttiva e non-ostruttiva

In condizioni normali gli spermatozoi, una
volta fuoriusciti dal testicolo, sono pratica-
mente privi di motilita ed hanno una limitata
capacita fecondante. Tali proprieta vengono
progressivamente acquisite durante il loro
transito nell’epididimo e si completano a
livello della porzione caudale dell’organo.

Questo fenomeno risulta totalmente sov-
vertito nelle OA secondarie ad ostruzione
acquisita o congenita dell’epididimo, dove
si osserva una migliore qualita degli sper-
matozoi nel tratto prossimale dell’'organo e
viceversa (Fig. 1).
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Fig.1 : Reperti citologici nella ostruzione epididimaria

Questo fenomeno di "motilita inversa” si
presume esser proprio delle vie seminali
ostruite. Gli spermatozoi sono infatti conti-
nuamente prodotti dai testicoli e riassorbiti
nella porzione distale degli epididimi ostrui-
ti. A tale livello i tubuli epididimari appaiono
solitamente molto dilatati, gialli, e nel loro
lume sono presenti numerosi macrofagi che
fagocitano gli spermatozoi degenerati dopo
una lunga permanenza nella via seminale
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ostruita (Schlegel et al., 1994). Pertanto, il
recupero degli spermatozoi dovrebbe esse-
re effettuato nei tubuli epididimari prossima-
li o eventualmente dal testicolo, essendo ivi
maggiori le probabilita di ottenere sperma-
tozoi vitali o addirittura mobili. Non infre-
quentemente infatti nel fluido tubulare pros-
simale dell’epididimo ostruito abbiamo tro-
vati almeno un milione di spermatozoi mobi-
li per microlitro.

Nelle NOA gli spermatozoi possono essere
recuperati chirurgicamente solo dal testicolo.
Spesso essi risultano immobili o presentano una
debole motilita oscillatoria. Normalmente,
dopo diverse ore di incubazione in vitro, gli
spermatozoi testicolari immobili acquisisco-
no una modesta motilita. La mancanza di
mobilita iniziale non riflette infatti necessa-
riamente una mancanza di vitalitd degl
spermatozoi testicolari, poiché questi non la
hanno mai acquisita. Per contro, gli sper-
matozoi immobili presenti nell’eiaculato
hanno acquisito e poi perso la mobilita (e la
vitalita), diventando cosi inutilizzabili per la
ICSI.

Un volume testicolare ridotto e un FSH ele-
vato sono considerati usualmente progno-
stici di NOA, e pertanto di scarsa probabili-
ta di recuperare chirurgicamente spermato-
zoi dal testicolo. Non esistono tuttavia crite-
ri predittivi assoluti attraverso i quali si pos-
sano selezionare i pazienti nei quali sia
possibile ottenere spermatozoi mediante
estrazione chirurgica testicolare (TESE).
Neppure i quadri istologici di Sindrome a
Sole Cellule di Sertoli, o di arresto maturati-
vo, o di ipospermatogenesi possono predire
perfettamente la possibilita di trovare sper-
matozoi mediante TESE. Tuttavia molti
Centri richiedono biopsie diagnostiche
prima di applicare le procedure TESE, al
fine di escludere la presenza di un carcino-
ma in situ (neoplasia intratubulare), presen-
te almeno nel 3% degli uomini affetti da
NOA, in attesa di trattamento mediante
TESE-ICSI (Ostad et al., 1998).



Studio genetico di uomini con azoospermia

La diagnosi di azoospermia € spesso asso-
ciata ad un’anomalia genetica. Il 60% dei
maschi con agenesia del dotto deferente ha
una mutazione del gene della fibrosi cistica
individuabile (Mak & Jarvi, 1996). Tali ano-
malie andrebbero esaminate anche nella
partner (tab.3). Se entrambi i partner ne
sono portatori, il rischio di avere figli affetti
da fibrosi cistica & pari al 50%.

Almeno il 17% degli uomini con NOA hanno
anomalie genetiche individuabili. Le piu fre-
guenti sono la sindrome di Klinefelter (47, XXY), le
traslocazioni autosomiche ed altre anomalie a
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Tab. 3: Studio Genetico nellAzoospermia

Azoospermia Ostruttiva

» Mutazione del gene della fibrosi cistica nella moglie
* Test per la fibrosi cistica nel marito
Azoospermia Non-Ostruttiva

« Verifica del cariotipo

* Analisi delle microdelezioni del cromosoma Y

« Altre delezioni/mutazioni genetiche

carico dei cromosomi sessuali (p.e. 46, XX).

Nella figura 2, le barre continue indicano la
presenza di materiale genetico, individuato
dall'analisi del marcatore STS (Sequence
Tagged Site) del cromosoma Y, basata sulla
reazione polimerasica a catena (PCR). Le
regioni tratteggiate indicano le aree in cui
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solitamente manca materiale genetico in
uomini affetti da NOA. Il riscontro di delezio-
ni del cromosoma Y, e in particolare della
regione AZFb (come & possibile osservare
nei pazienti siglati SMG32, SMG78,
SMG126), ha valore prognostico, perché
indica un elevato rischio di fallimento nel pre-
lievo chirurgico di spermatozoi testicolari
(Girardi et al., 1997).

Altre anomalie cromosomiche, individuabili
con il cariotipo, sono frequenti nei pazienti
affetti da NOA, e possono essere trasmesse
alla progenie mediante le procedure ICSI.
Quando vengano trovate anomalie geneti-
che, la coppia candidata alla fecondazione
assistita dovrebbe essere informata del
rischio di trasmissione dell’lanomalia geneti-
ca alla progenie e del rischio di fallimento
della fertilizzazione.

Poiché in circa la meta dei pazienti affetti da
NOA non € possibile recuperare spermatozoi
testicolari, dovrebbe essere presa in consi-
derazione la possibilita di utilizzare gli sper-
matozoi di un donatore. In molti casi la cop-
pia si dimostra scettica nei riguardi di questa
possibilita, ed il parere di uno psicologo pud
esserle d’'aiuto a rivedere le implicazioni deri-
vanti dall’avere un figlio che non sia geneti-
camente connesso al padre.

Tecniche di recupero degli spermatozoi

Il recupero chirurgico degli spermatozoi &

indicato nelle OA quando la ricanalizzazio-

ne microchirurgica risulti difficoltosa o

impossibile.

Gli obiettivi del recupero chirurgico degli

spermatozoi sono:

1) ottenimento di gameti di ottima qualita e

2) in quantita adeguata, sia per un utilizzo
immediato sia per la crioconservazione,

3) minimizzando i danni sul tratto riprodut-
tivo in modo da non compromettere even-
tuali successivi recuperi di spermatozoi
o ricostruzioni microchirurgiche.
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Recupero di spermatozoi nelle OA

1) Aspirazione testicolare con ago sottile:
la Testicular Fine-Needle Aspiration (TeFNA)
€ stata inizialmente descritta come procedu-
ra diagnostica alternativa alla biopsia escis-
sionale. Successivamente & stata utilizzata
per recuperare spermatozoi da utilizzare per
fecondazione assistita (Sheynkin et al.,
1998; Schlegel, 1999b).

La puntura percutanea del testicolo pud
essere effettuata con un ago 21-23G, colle-
gato ad una siringa da 20 cc, in un porta-
siringa di Menghini (Fig. 3). In alternativa,
I’agobiopsia testicolare percutanea pud
essere effettuata con una pistola automatica
per biopsia. Il limitato numero di esperienze
pubblicate fino ad oggi rende difficoltosa una
valutazione critica della TeFNA, sebbene
appaia evidente dalla nostra esperienza
che: 1) nei pazienti affetti da OA il recupero
degli spermatozoi & routinariamente possibi-
le; 2) con questa tecnica & possibile che si
verifichino occasionalmente ematoceli ed
ematomi testicolari. | vantaggi delle tecniche
di aspirazione percutanea sono I'eseguibilita
in anestesia locale, senza dover ricorrere ad
una scrototomia o a procedure microchirur-
giche.

£1899 Cornell Med. Ctr. Dept. of Urology.
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Fig. 3 : TeFNA

2) Aspirazione percutanea di spermatozoi
epididimari (PESA): questa procedura non
richiede I'esplorazione chirurgica dello scro-
to, I'uso di microscopio operatorio o una
esperienza in microchirurgia. E’ inoltre ripeti-



bile e poco costosa. L'aspirazione pud esse-
re effettuata in anestesia locale o generale.
Dopo aver bloccato la testa dell’epididimo tra
il pollice e l'indice, vi si inserisce un ago a
farfalla 21G, connesso ad una siringa da 20
ml. Si comincia quindi ad aspirare, muoven-
do delicatamente 'ago fino a quando non si
vede comparire del liquido epididimario nel
tubicino dell’ago a farfalla (Fig.4). La proce-
dura é ripetuta fino ad ottenere una quantita
sufficiente di fluido. La PESA fornisce una
quantita molto piccola di fluido epididimario
ed & frequente la contaminazione con cellu-
le ematiche. Nel 10-20% dei casi in cui non
si aspirano spermatozoi, &€ possibile ricorrere
al prelievo “a cielo aperto” oppure alla
TeFNA.

©1939 Cornell Med. Ctr. Dept. of Urology.
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Fig. 4 : PESA

3) Biopsia percutanea del testicolo: in base
alla nostra esperienza alla Cornell University
(Girardi et al., 1997 ; Schlegel, 1999b) il
recupero mediante biopsia percutanea € una
tecnica efficace, che fornisce un elevato
numero di spermatozoi in caso di OA. Una
pistola automatica per biopsia 14G, con
un’escursione di 1 cm (Microvasive ASAP
Channel cut Biopsy system, Boston, MA,
USA) é utilizzata per rimuovere un piccolo
frammento di parenchima testicolare in ane-
stesia locale (Fig. 5).

4) Aspirazione microchirurgica di sper-
matozoi epididimari (MESA): si tratta di un
vero e proprio intervento microchirurgico. |
singoli tubuli dell’epididimo sono isolati e
viene effettuata un’aspirazione mediante
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Fig. 5 : Biopsia percutanea

micropuntura (Fig. 6). Quest’approccio ha il
vantaggio di consentire il recupero di un gran
numero di spermatozoi epididimari, che pos-
sono essere facilmente crioconservati per
successivi tentativi di fecondazione assistita.
Poiché il metodo MESA comporta il recupero
diretto degli spermatozoi dai tubuli epididi-
mari, esso minimizza la contaminazione
ematica del fluido epididimario, che influisce
negativamente sulla capacita di fecondazio-
ne degli spermatozoi in vitro.

La tecnica MESA ¢ effettuata con una pipet-
ta di vetro siliconato per micropuntura, colle-
gata ad un tubo sterile in silicone, connesso
ad un apparecchio aspiratore, formato da
una siringa di plastica da 1 ml per tubercoli-
na e una siringa di vetro da 10 ml. La punta

©1939 Comell Med. Ctr. Dept. of Urology.
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Fig. 6 : MESA



affilata della pipetta, di circa 250/350 um,
permette una agevole penetrazione nei
tubuli epididimari (Schlegel et al., 1994;
Sheynkin et al., 1998; Schlegel, 1999b). Alla
Cornell University € stato ideato e realizzato
un sistema di supporto della micropipetta,
regolabile con un angolo di 180°, il MESA-
Holder (Patent pending, Cornell Research
Foundation, 1997)(Fig. 7), che semplifica la
procedura di recupero degli spermatozoi epi-
didimari mediante micropuntura. Con una
delicata aspirazione, il fluido epididimario
passa dalla micropipetta in una siringa di pla-
stica attraverso il tubo di silicone. Quando
non si trovano spermatozoi di buona qualita,
andranno effettuate punture del tubulo epidi-
dimario sempre piu prossimali. Le aperture
create nei tubuli sono poi chiuse con sutura
in nylon 9-0, oppure cauterizzate, e la tunica
epididimaria chiusa con sutura in polipropile-
ne 6-0.

Gli spermatozoi epididimari possono anche
essere recuperati attraverso l'apertura di un
singolo tubulo epididimario con un microbisturi,
raccogliendo il fluido epididimario con una sem-
plice micropipetta capillare, durante lintervento
di ricanalizzazione microchirurgica dell'epididi-
mo (Matthews & Goldstein, 1996).

,,-'-»-r
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Fig. 7 : MESA - Holder

Cio consente un'immediata conferma visiva ed
una quantificazione degli spermatozoi contenuti
nel fluido epididimario recuperato. Si tratta per-
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tanto di una tecnica semplice, economica e sicu-
ra di recupero degli spermatozoi. Lo strumento
utilizzato consiste in una siringa da 10 ml, colle-
gata ad una micropipetta a punta smussa attra-
verso un tubo in silicone lungo 4-6 cm. Ogni
recupero di fluido epididimario va immediata-
mente esaminato a 200 x con un microsco-
pio a contrasto di fase, per valutare la con-
centrazione e la motilita degli spermatozoi e
il grado di contaminazione da emazie.
Generalmente si aspirano solo pochi microli-
tri di fluido epididimario, poiché gli spermato-
zoi in quest'ultimo sono molto concentrati
(circa 1x106 spz/ul), e comunque sufficienti
sia per un utilizzo a fresco che per criocon-
servazione.

Nella nostra esperienza alla Cornell
University il recupero di spermatozoi con la
MESA risulta possibile nel 99% dei pazienti
affetti da OA, anche in caso di pregresse e
ripetute scrototomie.

Inizialmente gli spermatozoi da MESA veni-
vano utilizzati per eseguire le prime tecniche
di micromanipolazione (come la partial zona
dissection). Attualmente gli spermatozoi epi-
didimari vengono usati per la ICSI.

Cicli
Tasso di fertilizzazione 80% (665/833)
Gravidanze cliniche 75% (57/76)
Gravidanze in corso/a termine  64% (49/76)

Tab 4 : MESA-ICSI: Cornell Experience
(1998)

76

La MESA applicata alla ICSI fornisce ottimi
tassi di fertilizzazione e di gravidanza (tab.
4), grazie anche al ricorso alla tecnica di
immobilizzazione meccanica degli sperma-
tozoi prima dell'iniezione intraovocitaria, che
ne aumenta la permeabilita della membrana
plasmatica e fa migliorare la capacita di ferti-
lizzare gli ovociti (Palermo et al., 1996;
Schlegel, 1999a).

Alla Cornell sono state confrontate I'efficacia
e l'affidabilita del recupero di spermatozoi
mediante MESA, TeFNA ed agobiopsia per-
cutanea testicolare in pazienti con OA.

| risultati indicano che la MESA é il metodo



migliore di recupero di spermatozoi in termi-
ni di numero (MESA 15x106 spz/ul vs.
TeFNA 0,014x1086 vs. biopsia percutanea
del testicolo 0,116x108 ) e di motilita (MESA
15% vs. TeFNA 0% vs. biopsia percutanea
del testicolo 2%).

Recupero di spermatozoi nelle NOA

In molti pazienti affetti da NOA possono essere
estratti spermatozoi dalla polpa testicolare. La
tecnica ottimale di estrazione di spermatozoi
dovrebbe essere:

1) efficace in termini di recupero

2) minimamente invasiva

3) priva di rischi per la funzione testicolare.

Tab. 5: Tecniche chirurgiche per il recupero di
spermatozoi testicolari nella NOA

» Biopsia standard (singola o multipla)
« Biopsia percutanea
» Microdissezione dei tubuli testicolari

1) Biopsia testicolare standard (unica o
multipla) e biopsia percutanea del testi-
colo

La biopsia testicolare standard si effettua tramite
scrototomia in anestesia locale o generale. Si
incide la tunica albuginea e si rimuove un unico
cospicuo frammento di polpa testicolare. In alter-

Fig. 8 : Vascolarizzazione testicolare

(da JP. Jarow, con la sua autorizzazione).

Identification of ';I'esticular Vessels

Subtunical arteﬁial vessels, 10x

Fig. 9: Identificazione di vasi testicolari :
vasi arteriosi subtunicali, 10x



Microsurgical Testis Biopsy
Sertoli Cell.only

Fig. 10: Quadro intraoperatorio di Micro-TESE. La freccia superiore indica una zona con
tubuli seminiferi sottili, rivestiti da sole cellule di Sertoli. La freccia inferiore indica un’area
con tubuli di dimensioni maggiori, al cui interno la spermatogenesi appare conservata

Microdissection TB vs. Conventional TB
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Fig. 11: Le due immagini intraoperatorie mostrano il prelievo di polpa testicolare tramite
microdissezione sequenziale (a sinistra) e con biopsia standard (a destra)
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nativa possono effettuarsi prelievi plurimi di volu-
me inferiore, topograficamente distanti. Queste
tecniche, come pure la biopsia percutanea, pos-
sono creare potenzialmente problemi di deva-
scolarizzazione, mettendo a rischio la fragile
angioarchitettura arteriosa sottoalbuginea (Fig.
8), per cui dovrebbero essere evitate o praticate
con cautela (Schlegel & Su, 1997).

In generale, nelle NOA con il prelievo percu-
taneo si ottengono tassi di recupero sperma-
tozoario inferiori rispetto a quelli con le tecni-
che chirurgiche (Friedler et al., 1997). La
tecnica della biopsia multipla inizialmente
descritta da Devroey et al. (1995) fornisce
buoni tassi di recupero sebbene sia neces-
sario ricorrere a molteplici incisioni nella tuni-
ca albuginea. Nella nostra esperienza la
biopsia unica estesa offre risultati sovrappo-
nibili, con minor rischio sulla vascolarizzazio-

Quadro Istologico % Recupero

SCOS 24% (5/21)
Arresto maturativo 42% (8/19)
Ipospermatogenesi 81% (31/39)

Tab. 6. Percentuale di recupero di sperma-
tozoi con la microdissezione di tubuli testi-
colari in funzione del quadro istologico

gonadico.
( SCOS= SINDROME A SOLE CELLULE DI SERTOLI )

ne testicolare, anche se c’é una perdita mag-
giore di parenchima testicolare (Schlegel et
al.,, 1997). Sfruttando gli aspetti positivi di
ambedue le tecniche e con [l'ausilio del
microscopio operatore abbiamo messo a
punto la tecnica della microdissezione dei
tubuli testicolari (micro-TESE).

N° cicli 81
Tasso di recupero 58% (47/81)
Tasso di fertilizzazione 60% (231/386)

Gravidanze cliniche
Gravidanze in corso/a termine

Gravidanze in corso/a termine
sul numero complessivo

55% (26/47)
40% (19/47)
23% (19/81)

Tab. 7: Risultati della microdissezione di
tubuli testicolari e della ICSI in 81 cicli con-
dotti su pazienti affetti da NOA
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2) Estrazione di spermatozoi testicolari
mediante microdissezione (Micro-TESE)

Utilizzando l'ingrandimento ottico, viene localiz-
zata una regione relativamente avascolare del-
lalbuginea testicolare, ideale per effettuarne
una incisione equatoriale (Schlegel, 1999b;
Schlegel & Li, 1999).

Una volta esposto il parenchima, i singoli
tubuli testicolari sono esaminati ad un
ingrandimento di 20/25x, riconoscendo i
vasi sanguigni frammisti ad essi (Fig. 9). |
tubuli seminiferi dove la spermatogenesi
risulta conservata appaiono solitamente piu
grandi e piu opachi rispetto a quelli sclerotici
o a quelli contenenti solo cellule del Sertoli
(Fig. 10)

Si procede quindi alla microdissezione
sequenziale di singoli tubuli testicolari,
asportando globalmente meno di 10 mg di
parenchima (fig. 11).

Confrontando i risultati di una serie di TESE
effettuate sia con microdissezione di tubuli
seminiferi (9,4 mg parenchima), sia con biop-
sia standard (720 mg di parenchima adiacen-
te alla sede della microdissezione), Schlegel
ha dimostrato che /la microdissezione
aumenta i tassi di recupero di spermatozoi
dal 45% (10/22) al 63% (17/27) ed il numero
di spermatozoi estratti (160.000 vs. 64.000)
con p<0.05 per entrambi i confronti.

La microdissezione di tubuli testicolari é
una tecnica piu sicura e piu efficiente per
I’estrazione di spermatozoi in pazienti affet-
ti da NOA (tab. 6).

| risultati ottenuti nel 1998 alla Cornell
University su 81 cicli di microdissezione di
tubuli testicolari in pazienti affetti da NOA
sono riportati nella tabella 7.

Crioconservazione degli
epididimari e testicolari

spermatozoi

Una buona crioconservazione di spermato-
zoi consente di ripetere molteplici cicli di
ICSI, senza ricorrere a ulteriori recuperi chi-
rurgici. La ICSI con spermatozoi crioconser-
vati fornisce tassi di fertilizzazione sovrap-



ponibili a quelli ottenuti con spermatozoi “a
fresco”, con il vantaggio di separare tempo-
ralmente il recupero degli spermatozoi da
quello degli oociti.

Nei casi di OAi tassi di gravidanza con sper-
matozoi freschi o crioconservati sono pres-
soché identici, mentre nei casi di NOA é pre-
feribile l'utilizzo di spermatozoi freschi.
Infatti nelle NOA la crioconservazione di
spermatozoi risulta difficoltosa a causa del
loro basso numero e della assenza di moti-
lita, che non consente, una volta scongelati,
di verificarne la vitalita. Tuttavia, rapporti
aneddotici hanno dimostrato che & possibile
criopreservare campioni di tessuto ottenuti
con biopsia testicolare ed estrarre gli sper-
matozoi dopo lo scongelamento, consenten-
do l'ottenimento di gravidanza.

Conclusioni

Allo stato attuale €& possibile recuperare
spermatozoi dal testicolo o dalle vie semina-
li in pazienti affetti da OA o da NOA, otte-
nendo con la ICSI tassi di gravidanza eccel-
lenti in caso di OA ed accettabili in caso di
NOA. | continui progressi nelle tecniche di
crioconservazione degli spermatozoi epididi-
mari e testicolari hanno progressivamente
ridotto la necessita di ricorrere a successivi
prelievi chirurgici temporizzati al pick-up ovo-
citario. Questi progressi nel recupero degli
spermatozoi e nella fecondazione assistita
hanno profondamente modificato I'approccio
alle coppie con maschio azoospermico che,
solo pochi anni fa, potevano esclusivamente
ricorrere all'inseminazione eterologa o all'a-
dozione.

Poiché alcune forme di azoospermia risulta-
no associate ad anomalie genetiche, & con-
sigliata un’attenta diagnosi attraverso il
cariotipo, lo studio delle delezioni del cromo-
soma Y e lo studio delle mutazioni del gene
della fibrosi cistica.

Prelievi multipli o ripetuti di parenchima testi-
colare per TESE possono provocare altera-
zioni temporanee o permanenti della funzio-
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ne gonadica, incluse I'atrofizzazione del
testicolo e la riduzione dei livelli di testoste-
rone. Di conseguenza, il recupero dello
spermatozoi dovrebbe essere effettuato da
medici esperti, preferibilmente con I'utilizzo
di un microscopio operatore.

In generale, in caso di ostruzione delle vie
seminali, l'individuazione degli spermatozoi
di migliore qualita avviene nella porzione
prossimale dell’epididimo, nel dotto defe-
rente e nella rete testis. Nelle porzioni
immediatamente prossime alla sede dell’'o-
struzione gli spermatozoi risultano solita-
mente degenerati.

Quando nelle OA non si riesce ad aspirare
spermatozoi dall’epididimo € possibile recu-
perare spermatozoi dal testicolo. In questo
caso i tassi di fertilizzazione e di gravidanza
sono risultati soddisfacenti, sebbene infe-
riori rispetto a quelli ottenuti utilizzando
spermatozoi epididimari prelevati microchi-
rurgicamente (tasso di fertilizzazione 45%;
tasso di gravidanza 52%).

Nella nostra esperienza su piu di 150 pro-
cedure MESA svolte alla Cornell University,
il recupero di spermatozoi dall’epididimo
con questo metodo & stato possibile in oltre
il 99% dei casi. La concentrazione e la moti-
lita degli spermatozoi epididimari recupera-
ti con la MESA sono migliori rispetto a quel-
le ottenute negli stessi pazienti mediante il
metodo TeFNA o con la biopsia testicolare
percutanea, sebbene queste ultime non
necessitino di esperienza microchirurgica e
risultino meno invasive.

In conclusione, la procedura MESA costitui-
sce un’ottima scelta per il recupero degli
spermatozoi e per la successiva crioconser-
vazione nei pazienti affetti da OA.

Orientamenti futuri

Si puo ipotizzare che nel prossimo futuro
verranno ulteriormente affinate le procedure
di recupero di spermatozoi, di crioconserva-
zione e di fertilizzazione in vitro.

Gia ora si sta studiando I'efficacia della ICSI
utilizzando spermatidi in pazienti affetti da



NOA e sono state segnalate le prime gravi-
danze a termine. Anche il trapianto di sper-
matogoni, studiato finora su modelli animali,
sembra essere prossimo all'applicazione sugli
umani.

Tuttavia, poiché molti uomini affetti da NOA
possono avere anomalie genetiche, tutti questi
trattamenti devono essere praticati con cautela
prima che possano essere accettati come tera-
pie standard.

Non & ancora stato chiaramente stabilito se il
recupero di spermatozoi con TeFNA o biopsia
percutanea ha la stessa efficacia in termini di
gravidanza evolutiva rispetto alla MESA.
Quest'ultima risulta ampiamente sperimentata
e fornisce risultati brillanti sia in termini di recu-
pero che di affidabilita nella crioconservazione.
La TeFNA e biopsia percutanea risultano meno
invasive, consentono il recupero di un minor
numero di spermatozoi, tuttavia sufficiente per
ottenere buoni risultati in termini di gravidanza
nei soggetti affetti da OA.

Infine € importante sottolineare che i Centri di
Infertilita non dovrebbero limitare le opzioni di
trattamento da proporre alle loro coppie in fun-
zione delle proprie limitazioni tecnologiche, ma
dovrebbero sempre proporre e I'opzione della
ICSI con spermatozoi recuperati chirurgica-
mente e la possibilita di un recupero degli sper-
matozoi con tecnica microchirurgica al fine di
limitare il numero delle procedure chirurgiche a
cui il maschio azoospermico dovrebbe altri-
menti sottoporsi.
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MICROINIEZIONE INTRACITOPLASMATICA DEL SINGOLO SPERMATOZOO

Francesca Taricco e Eleonora Cefalu*
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* Centro di Biologia della Riproduzione (Palermo)

Introduzione

E' indiscusso ormai da diversi anni il succes-
so della microiniezione intracitoplasmatica
dello spermatozoo (ICSI). Avviata con esito
favorevole nei laboratori di sterilita per risol-
vere i casi in cui la fecondazione in vitro con-
venzionale non era in grado di dare buoni
risultati (Palermo et al., 1992), ha accresciu-
to rapidamente il suo successo anche nel
trattamento delle infertilita maschili piu seve-
re. Criptozoospermie, severe oligozoosper-
mie, astenozoospermie e teratozoospermie,
sono tutte condizioni che hanno trovato una
soluzione al problema della fertilizzazione in
vitro grazie all'lCSI; attualmente le casistiche
mondiali dimostrano l'efficacia della tecnica
anche nelle azoospermie ostruttive e non
ostruttive (Kahraman et al., 1996, Colpi et
al., 1999; Van den Bergh et al., 1999). Con il
perfezionamento delle metodiche di labora-
torio e delle tecniche di prelievo chirurgico
degli spermatozoi, quali I'aspirazione micro-
chirurgica dall'epididimo (MESA) o il diretto
recupero da polpa testicolare (TESE), i risul-
tati in termini di fertilizzazione e gravidanze
riportate dai maggiori Centri a livello mondia-
le sono comparabili con quelli ottenuti con
ICSI con spermatozoi da eiaculato (Silber et
al., 1995; Tournaye et al., 1996; Schlegel,
1998). Oggi non solo si parla di gravidanze e
successi di fertilizzazione con lI'iniezione
intracitoplasmatica di spermatidi, ma anche
di colture di cellule della linea spermatoge-
netica per ottenere la maturazione degli
spermatozoi in laboratorio (Tesarik et al.,
1995; Tesarik et al., 1998; Tesarik et al.,
1999). La sterilita maschile sembra quindi
aver trovato una strada per giungere ad un
rimedio anche nei casi piu disperati.
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Il laboratorio: struttura e apparecchiature
specifiche.

Data la complessita delle tecniche e la deli-
catezza del materiale biologico trattato,
come appunto gameti ed embrioni umani, &
indispensabile per il successo di un labora-
torio A.R.T. (Assisted Reproductive
Technology) avere un'adeguata organizza-
zione strutturale dei locali in cui si opera,
nonché un minuzioso e continuo controllo di
qualita. Il laboratorio deve essere necessa-
riamente isolato da altri locali, essere dotato
di una zona filtro prima dell'ingresso (possi-
bilmente con una porta automatica), di pavi-
menti, pareti, piani d'appoggio e sgabelli
facilmente lavabili, e di lampade UV e siste-
ma elettrico autonomo. Il personale addetto
deve accedere al laboratorio indossando
divisa, calzature, cuffie e mascherine ade-
guate e pulite, utilizzate solo ed esclusiva-
mente all'interno del laboratorio. E' consiglia-
bile avere un continuo riciclo d'aria filtrata ed
un climatizzatore a norma come previsto
anche per le sale operatorie: la temperatura
ottimale dovrebbe aggirarsi intorno ai 25 C°
ed essere mantenuta costante in modo che
le cellule manipolate non subiscano eccessi-
vi sbalzi di temperatura. Infine & preferibile
che il laboratorio e la sala operatoria, dove
sono eseguiti i prelievi ovocitari e i trasferi-
menti degli embrioni, siano attigui e collega-
ti tra loro da una porta o da una piccola fine-
stra.

La preparazione dei campioni seminali
avviene, sempre in regime di sterilita, gene-
ralmente in un laboratorio attiguo a quello
dove sono manipolati ovociti ed embrioni;
essa richiede l'uso di una cappa con termo-
block, di un microscopio ottico per la lettura



dei parametri seminali, di una centrifuga e di
un termostato a secco a 37°C per la fluidifi-
cazione del liquido seminale o il manteni-
mento di materiale biologico proveniente da
prelievi chirurgici dal testicolo o dalle vie
seminali. Nel laboratorio dove si svolgono la
ricerca degli ovociti durante il prelievo ovoci-
tario e le inseminazioni e la preparazione
degli embrioni per il transfer, occorrono
diverse apparecchiature: almeno una cappa
a flusso laminare orizzontale, abbastanza
grande da contenere uno o due stereomicro-
scopi con piano riscaldato e un miniincuba-
tore da tavolo a 37°C e 5% di COz2, almeno
due incubatori a 37°C e 5% di CO2 per |l
mantenimento in coltura dei gameti e degli
embrioni, e un frigorifero con congelatore per
il mantenimento dei terreni di coltura. Nei
laboratori in cui & previsto il congelamento di
embrioni e di ovociti, occorre considerare
anche uno spazio per la collocazione del
Planer e dei contenitori criobiologici di stoc-
caggio, al di fuori della camera biologica e in
ambiente aerabile.

In particolare, per la microiniezione si utilizza
un invertoscopio (0 microscopio rovesciato)
piu un sistema di micromanipolazione, il tutto
posto su adeguato tavolo stabile, meglio se
di marmo (fig. 1). L'invertoscopio permette di
osservare cellule contenute in recipienti
come fiasche o piastre di varie forme e
dimensioni, ed & dotato di un piano d'appog-
gio riscaldato a temperatura costante di
37°C. Per ottenere immagini pseudo 3D (tri-
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Fig. 1: Intero sistema per la microiniezione: inverto-
scopio e strumenti di micromanipolazione.
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Fig. 2: Holding e Injection con visione ingrandita della
punta.

dimensionali) di ottima qualita € inserito un
sistema ottico chiamato "contrasto di
Hoffman" che consente di lavorare nelle
migliori condizioni ottiche.

| microstrumenti necessari per I''CSI sono
due: ['holding-pipette (sinteticamente "hol-
ding") con diametro interno di 15 ym per trat-
tenere l'ovocita, e l'injection-pipette (sinteti-
camente "injection") con diametro interno di
5 um, per iniettare lo spermatozoo, entrambi
con angoli di 35° (fig. 2): posizionarli corret-
tamente € la parte piu delicata della messa a
punto dello strumento, e sicuramente la piu
importante ai fini della buona riuscita della
microiniezione. L’holding e l'injection, una
volta montati nel loro supporto, devono risul-
tare entrambi paralleli al piano di lavoro e
posti esattamente I'uno di fronte all'altro. I
micromanipolatore prevede un sistema per
regolare questi microstrumenti nelle tre dire-
zioni x - y - z, sia manualmente sia con un
sistema motorizzato (motor-driven). Due joy-
stick, collegati al supporto dei microstrumen-
ti da tre tubicini di teflon contenenti olio di
paraffina, rappresentano un meccanismo
operativo di tipo idraulico ad olio separato
da tutto il resto dell'apparecchiatura, che
converte i movimenti manuali in micromovi-
menti, assicurando una manipolazione delle
cellule delicata e priva di vibrazioni o di bru-
schi spostamenti (fig. 3). | due microiniettori,
uno per I'holding e uno per l'injection, sono
costituiti da una siringa contenente olio di
paraffina, montata su un supporto e collega-
ta con un tubicino di teflon alla bacchetta di
metallo terminale in cui sono inseriti i micro-
strumenti (fig. 4).

Questo sistema consente un'iniezione e una



Fig. 3: Joystik e supporto di un microstrumento ( hol-
ding o injection)

Fig. 4: Microiniettore

aspirazione estremamente precisa, con
perfetta corrispondenza tra comando e reale
azione.

[l laboratorio ICSI puo prevedere anche delle
apparecchiature per la preparazione dei
microstrumenti: un puller per tirare i capillari
di vetro ed una microforgia per tagliare e pie-
gare all'angolatura desiderata il capillare. La
punta dell'holding € arrotondata sempre con
l'ausilio della microforgia, mentre la punta a
"becco di flauto" per I'injection & creata utiliz-
zando una mola.
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Iniezione intracitoplasmatica dello sper-
matozoo: aspetti tecnici.

Alcuni Autori riportano scarsi risultati da ICSI
effettuate con spermatozoi non mobili (Nijs et
al., 1996; Bachtell et al., 1999). D'altra parte
nel caso di criptozoospermie severe o di
spermatozoi recuperati chirurgicamente, e
soprattutto dopo congelamento e scongela-
mento, non & affatto difficile trovarsi in pre-
senza di spermatozoi esclusivamente immo-
bili e pertanto di dubbia vitalita. In tali casi €
possibile considerare lo Swelling Test come
prova di vitalita, in quanto esso permette di
utilizzare per la microiniezione lo spermato-
zoo "identificato" come vitale. Il test consen-
te d'avere informazioni sull'integrita funzio-
nale di membrana dello spermatozoo verifi-
candone la semipermeabilita. Ponendo lo
spermatozoo in una soluzione ipo-osmotica
(es: soluzione salina di sodio citrato e frutto-
sio diluita), € possibile verificarne la vitalita
dal rigonfiamento del flagello dato dall'af-
flusso d'acqua all'interno della cellula stessa;
il fenomeno riguarda soprattutto la coda poi-
ché la testa € molto piu compatta e la sua
capacita di richiamare acqua &€ molto mode-
sta (fig. 5)(Turek & Smikle, 1996; Casper et
al., 1996; Liu et al., 1997).

Fig. 5: Swelling Test: diversi gradi di rigonfiamento della
coda.

Tecnicamente la procedura & abbastanza
semplice: utilizzando il microago si pud spo-
stare lo spermatozoo prima nella microgoc-
cia di soluzione ipo-osmotica, poi in una
microgoccia di terreno di lavaggio ed infine,
prima della microiniezione, in una microgoc-
cia di terreno contenente polivinilpirrolidone



(pvp). Il pvp € una sostanza viscosa che ral-
lenta il movimento degli spermatozoi mobili
facilitandone I'immobilizzazione e la "cattu-
ra"; la sua viscosita ne consente un ottimale
controllo del flusso durante la microiniezio-
ne. Dopo circa 3-4 ore dal prelievo ovocita-
rio, le cellule uovo recuperate (fig. 6) sono
decoronizzate con l'ausilio dell'enzima ialu-
ronidasi (Hya) e di pipette Pasteur assotti-
gliate alla fiamma (o micropipette gia pron-
te), con diametro di circa 140 - 150 um.
L'eliminazione delle cellule della granulosa e
della corona radiata che circondano I'ovocita
€ molto importante poiché consente di rive-
larne la maturita; tuttavia la permanenza del-
I'ovocita in ialuronidasi deve essere limitata
a pochi secondi, al fine di non danneggiare o
“attivare” la cellula stessa.

Fig. 6: Ovocita maturo al prelievo ovocitario circondato
dalle cellule della corona radiata: la freccia indica il glo-
bulo polare.

Per questa procedura si pud comodamente
allestire una piastra a 4 pozzetti in modo tale
che nel primo pozzetto sia contenuto il terre-
no con Hya, e nei rimanenti tre terreno di
lavaggio con Hepes, il tutto sotto olio di
paraffina equilibrato per mantenere il piu
possibile costanti il pH e I'osmolarita del ter-
reno. Gli ovociti denudati possono essere
quindi posti nella piastra preparata per ese-
guire I'ICSI ed osservati all'invertoscopio per
identificarne la maturita. Possono essere
iniettati solo gli ovociti in metafase II, cioé
che hanno cominciato la 22 divisione meioti-
ca estrudendo il primo globulo polare (corpo
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cellulare contenente meta del corredo cro-
mosomico). Gli ovociti degenerati, di solito
ben distinti per il loro aspetto irregolare e
colore molto scuro, sono scartati poiché non
vitali. La degenerazione pud verificarsi a
qualunque stadio del processo di maturazio-
ne all'interno del follicolo: percid & possibile
avere ovociti degenerati immaturi, maturi o
post-maturi. Gli ovociti immaturi sono carat-
terizzati dalla presenza di un grande nucleo,
detto vescicola germinale: si tratta di cellule
immature bloccate alla 12 divisione meiotica
con corredo cromosomico ancora diploide,
che pertanto non possono essere iniettate
(fig. 7). Per tali ovociti ci sono scarse possi-
bilita di maturazione in vitro e, qualora essi
maturino fino alla metafase Il, le probabilita
di ottenere una fertilizzazione seguita da
“cleavage” (scissione cellulare e crescita del-
I'embrione) sono in ogni caso molto basse.
Gli embrioni che derivano da queste insemi-
nazioni mostrano inoltre un alto tasso di ano-
malie genetiche (per lo piu aneuploidie) o
comunque presentano spesso blastomeri
multinucleati (Nogueira et al., 2000). Gli ovo-
citi in metafase |, stadio intermedio tra la
vescicola germinale e la metafase I, sono
invece posti in coltura e osservati in un
secondo tempo (almeno 4 ore dopo) per
verificare I'eventuale estrusione del 1° globu-
lo polare: dopo cid possono essere iniettati.

Fig. 7: Ovocita immaturo al prelievo ovocitario : le cel-
lule della corona radiata appaiono fortemente compatte
e all'interno del citoplasma e visibile la vescicola germi-
nale.



La piastra in cui si esegue I'ICSI, pud essere
cosi allestita: al centro si pone una micro-
goccia da circa 5 pl di terreno contenente
polivinilpirrolidone (pvp), in cui &€ posta una
piccolissima quantita di sospensione di sper-
matozoi, e attorno 4 - 6 microgocce di terre-
no con Hepes da 8 pl ciascuna, nelle quali
sono posti gli ovociti (uno per microgoccia); il
tutto deve essere coperto con olio di paraffi-
na equilibrato. Una volta che la piastra &
pronta, si procede posizionando il microago
a fuoco con il pvp per caricarne una piccola
quantita. Quando sono presenti spermatozoi
mobili, questi sono ovviamente "prescelti"
per la microiniezione: ogni spermatozoo
viene immobilizzato colpendone la coda con
la punta del microago, se necessario anche
ripetutamente (Fig.8a,b). Alcuni autori hanno
recentemente messo in evidenza l'importan-
za di questa procedura ai fini della fertilizza-
zione, poiché tale azione indurrebbe la rea-
zione acrosomiale grazie ad una depolariz-
zazione della membrana. Studi su mancate
fertilizzazioni dopo iniezioni di spermatozoi
intatti hanno evidenziato la mancata decon-
densazione degli stessi (Vanderzwalmen et
al., 1996). Una volta immobilizzato lo sper-
matozoo, questo & aspirato per la coda con il
microago (precedentemente caricato di pvp)
in modo tale che la testa sia poi la prima a
penetrare nell'ovocita (Fig.8c,d). Dopo aver
posizionato la piastra ICSI per entrare nel
campo visivo della microgoccia contenente
la cellula uovo, si avvicina I'holding all'ovoci-
ta; con esso si aspira dolcemente I'ovocita
fino ad assicurarsi che sia ben fermo, cer-
cando di posizionarlo con il globulo polare
alle ore 12 o alle ore 6. Il microago, con lo
spermatozoo in punta, viene a trovarsi quin-
di alle ore 3 dell'ovocita e viene avvicinato
alla zona pellucida. Quando tutto & sotto con-
trollo si penetra con l'injection nell’ovocita. Ci
si assicura di rompere la sua membrana e di
entrare nel citoplasma esercitando con l'in-
jection una lieve pressione negativa (si aspi-
ra ciog il citoplasma stesso) fino a che non si
osserva un aumento improvviso del flusso
dentro il microago: quindi si reinietta dolce-
mente il citoplasma aspirato insieme allo
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spermatozoo, evitando di introdurre pvp.
Infine si estrae l'injection, e si rilascia I'ovoci-
ta dall'holding (figg. 9a-9e). Studi che metto-
no a confronto diverse metodiche d'iniezione
intracitoplasmatica dello spermatozoo hanno
dimostrato che sia I'immobilizzazione dello
spermatozoo che la rottura dell'oolemma con
aspirazione del citoplasma dell'ovocita sono
entrambe due "step" fondamentali per otte-
nere buoni risultati. La rottura della membra-
na plasmatica e I'aspirazione del citoplasma
(che viene in seguito reiniettato nell’ovocita)
non solo garantiscono che lo spermatozoo
sia entrato, ma permettono l'apertura dei
canali del calcio (Ca**) e quindi l'attivazione
dell'ovocita (Wanderzwalmen et al., 1996).
Entrambe le procedure sono perd molto deli-
cate e richiedono particolare attenzione per
non danneggiare la cellula uovo. La scelta
della posizione del globulo polare durante la
microiniezione, invece, € dovuta al fatto che
generalmente il fuso meiotico delle cellule
uovo € posizionato al di sotto del globulo
polare. Alcuni autori riportano migliori risulta-
ti in termini di fertilizzazione con ICSI effet-
tuate posizionando il globulo polare alle ore
6 piuttosto che alle ore 12 (Van der
Westerlaken et al., 1999). D'altra parte e
stato anche dimostrato che il globulo polare
non resta sempre legato al suo sito, ma pud
subire spostamenti anche importanti, soprat-
tutto durante la decoronizzazione; pertanto,
non essendo sempre lo stesso un valido rife-
rimento, non si pud mai escludere un even-
tuale danneggiamento del fuso mitotico con
l'introduzione del microago, potenzialmente
letale (Hewitson et al., 2000). Tutti i passag-
gi che riguardano le manipolazioni degli ovo-
citi (soprattutto I'lCSI) dovrebbero essere
esequiti il piu rapidamente possibile, per evi-
tare che le cellule uovo permangano troppo
a lungo sia al di fuori dell'incubatore che in
medium con Hepes. In tale sostanza, che
aiuta a mantenere il pH costante, & meglio
che gli ovociti rimangano solo il tempo piu
breve possibile. Una volta microiniettati tutti
gli ovociti della piastra, li si passa in terreno
di coltura e li si pone in incubatore.

Se la microiniezione va a buon fine, hanno
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Fig. 8 : Tecnica di immobilizzazione ed aspirazione dello
spermatozoo per ICSI (a-d)
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Fig. 9a: L'ovocita e trattenuto dalla micropipetta con il
globulo polare alle ore 6, mentre alle ore 3 e posiziona-
to il microago con lo spermatozoo in punta.

Fig. 9c: Viene aspirato citoplasma e lo spermatozoo
indietreggia all' interno del microago.

Fig. 9b. Il microago attraversa la zona pellucida e spin-
ge per rompere la membrana plasmatica e penetrare
nel citoplasma dell'ovocita.

Fig. 9d: Viene reinserito il citoplasma aspirato insieme
allo spermatozoo (freccia verde).

Fig. 9e: Il microago viene estratto e per alcuni secondi
rimane nell'ovocita il solco lasciato dal suo passaggio.
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Fig. 10: Ovocita fertilizzato a 18 ore circa dalla micro-
iniezione: sono ben visibili i due pronuclei e i due globuli
polari tra le ore 6 e le ore 7.




Fig. 11a: Embrione di I° grado a circa 44 ore dalla
microiniezione: sono visibili 4 blastomeri sullo stesso
piano di fuoco.

Fig. 11b: Embrione di I° grado a circa 68 ore dalla
microiniezione: sono visibili 8 blastomeri su diversi
piani di messa a fuoco.

inizio eventi come il completamento della 22
divisione meiotica dell'ovocita, con estrusio-
ne del 2° globulo polare e formazione del
pronucleo aploide femminile; al tempo stes-
so il nucleo dello spermatozoo si deconden-
sa formando il pronucleo maschile (fig. 10). |
due pronuclei maschile e femminile in segui-
to si fondono: puo allora incominciare il pro-
cesso di singamia che porta alla formazione
dei blastomeri che costituiscono I'embrione
(foto 11a-11b).

E' consigliabile allestire piastre di coltura con
microgocce di terreno di 30-50 pl che con-
tengano soltanto un ovocita; questo facilita il
giorno dopo (a 16 - 18 ore) la differenziazio-
ne degli zigoti che hanno avuto un’anor-
male fertilizzazione (presenza di 2 pronuclei:
femminile e maschile) da quelli che non si
sono fertilizzati normalmente.

Mentre nella fecondazione classica si &
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dimostrato che la presenza di un pronucleo &
spesso segno di ovocita fecondato in cui si &
avuta una formazione asincrona dei pronu-
clei maschile e femminile, la presenza di un
solo pronucleo dopo ICSI indica molto pro-
babilmente un'attivazione dell'ovocita per
partenogenesi: tuttavia pud anche accadere
che sia la placca metafasica diploide ad
organizzarsi in realta in un singolo pronucleo
(Cohen et al., 1999). L'orario di controllo
della fertilizzazione € molto importante a
questo riguardo: un ritardo, infatti, puo porta-
re ad identificare un solo pronucleo anche in
ovociti che in realta si sono normalmente fer-
tilizzati e che fino a poco prima presentava-
no due pronuclei in seguito fusisi assieme.
L'estrusione del secondo globulo polare
potrebbe aiutare l'identificazione dell'avve-
nuta normale fertilizzazione, ma non sempre
i due globuli polari sono ben distinguibili.
Occorre tenere presente anche che non tutti
gli ovociti fecondati hanno gli stessi tempi di
sviluppo: infatti alcuni possono mostrare la
presenza dei due pronuclei anche solo dopo
poche ore dalla microiniezione (Nagy et al. ,
1998).La presenza di tre pronuclei invece &
indice di poliploidia: nell'lCSI si parla di digi-
nia, ovvero di ritenzione del secondo globulo
polare durante la fecondazione, mentre nella
FIVET si pud anche trattare di dispermia
(errore nel blocco della polispermia). La poli-
ploidia pud verificarsi inoltre, anche se piu
raramente, quando lo spermatozoo o I'ovoci-
ta sono gia portatori di un doppio corredo
cromosomico. Molte delle fertilizzazioni ano-
male possono dare origine ad embrioni che
appaiono morfologicamente normali: &
importante che nella fase di controllo dei pro-
nuclei esse siano distinte dalle fertilizzazioni
normali in quanto i loro embrioni non devono
essere trasferiti.

Registrando le microgocce e i rispettivi ovo-
citi microiniettati in una Cartella Biologica si
pud eseguire uno studio approfondito sulla
procedura, ed ottenere molti dati interessan-
ti sull'eventuale fertilizzazione di quegli ovo-
citi che, anche se sono in metafase Il, pre-
sentano caratteristiche anomale (quali:
vacuoli, zone pellucide ovali, zone pellucide



"spesse"”, spazio perivitellino troppo grande,
citoplasma troppo scuro o granulare ecc...)
che li distinguono dagli ovociti di buona qua-
lita. La classificazione degli embrioni che si
effettua a circa 48 ore dal prelievo ovocitario
si basa sul giudizio dato con l'osservazione
dei blastomeri e sul grado di frammentazio-
ne degli stessi. Schematicamente si posso-
no considerare embrioni di buona qualita
quelli con blastomeri di forma e dimensione
regolare ed assenza completa di frammenti
(1° Grado) o con blastomeri la cui forma e/o
dimensione non ¢ del tutto regolare e la cui
frammentazione non supera il 10% (2°
Grado). Gli embrioni che non sono di buona
qualita presentano blastomeri la cui forma
el/o dimensione non é regolare ed il cui grado
di frammentazione raggiunge il 30% (3°
Grado) o il 50% (4° Grado). Infine sono con-
siderati molto scadenti gli embrioni molto
frammentati (per oltre il 50%), in cui il nume-
ro dei blastomeri € infatti di difficile identifica-
zione (5° Grado). Molti Centri prediligono il
transfer in terza giornata (a 72 ore), perché
cid consente di avere un miglior giudizio
sulla vitalita embrionaria. Normalmente dopo
48 ore, ci si attende embrioni a 4 cellule, ma
a 72 ore I'embrione vitale dovrebbe raggiun-
gere uno stadio di almeno 6-8 cellule. D'altra
parte, se gli ovociti recuperati sono pochi e
sono pochi gli embrioni ottenuti, & preferibile
un transfer a 48 ore per evitare che dli
embrioni permangano a lungo in vitro, dando
cosi una maggiore chance al loro sviluppo
ed al loro attecchimento in utero.

Oggi esistono medium per il proseguimento
della coltura degli embrioni che sono arric-
chiti con vitamine, aminoacidi ed ormoni e
consentono di sviluppare in vitro blastocisti
(fig. 12a-12b), effettuando il transfer anche in
quinta giornata. La blastocisti € lo stadio che
I'embrione raggiunge al 5° giorno di sviluppo
e in cui si differenziano due tipi di cellule: il
trofectoderma (strato cellulare esterno) che
dara origine alla placenta, e I'ICM (massa
cellulare interna) che dara origine al feto. A
questo stadio la blastocisti & formata da circa
100 cellule ed & ancora avvolta dalla zona
pellucida. La cavita interna (blastocele), che
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contiene un liquido extracellulare liberato
dalle cellule del trofectoderma, tende ad
espandersi aumentando il volume della bla-
stocisti. Questa infine fuoriesce dalla zona
pellucida intorno al 7° giorno, prima dell'im-
pianto.

La percentuale d'impianto con blastocisti tra-
sferite in 52 giornata & piu alta di quella otte-
nibile con embrioni trasferiti in 22 e 32 gior-
nata: infatti, nel processo di fecondazione
naturale, I'embrione allo stadio di 4-8 cellule
si dovrebbe trovare ancora a livello tubarico.

Fig. 12a. Embrione umano allo stadio di morula (16 cel-
lule circa) a 4 giorni dall'inseminazione: appare come un
ammasso in cui le singole cellule non sono distinguibi-
Ii.

Fig. 12b: Blastocisti cavitata a 5 giorni dall'inseminazio-
ne: si distingue la massa cellulare acentrica all'interno
della cavita (ICM).



D'altra parte occorre considerare che soltan-
to il 20 - 50% degli embrioni pud raggiunge-
re in vitro il 5° giorno sviluppando una bla-
stocisti, poiché si attua una selezione degli
embrioni piu resistenti e vitali. E' necessario
valutare bene ogni singolo caso, dato che la
probabilita di gravidanza in una donna giova-
ne con transfer in 52 giornata dell’'unica bla-
stocisti ottenuta risulta inferiore (25%) a
quella conseguibile con il trasferimento di
due o tre embrioni in 22 o 32 giornata (40%).
In genere quindi si ricorre al transfer con bla-
stocisti nei casi in cui si €' recuperato un ele-
vato numero di ovociti e di conseguenza si €
ottenuto un buon numero di embrioni, e nei
casi in cui la paziente ha alle spalle diversi
insuccessi. Ottenere blastocisti comunque
puo rivelarsi molto utile, in quanto la selezio-
ne operata sugli embrioni che vengono man-
tenuti in terreno di proseguimento, permette
di abbattere notevolmente il rischio delle gra-
vidanze multiple (Fisch et al., 1999;
Racowsy et al., 2000).

Conclusioni

L'ICSI & entrata a far parte delle comuni tec-
niche di fecondazione assistita pressoché in
tutti i centri di sterilita: il successo che ha
ottenuto in termini di percentuali di fertilizza-
zione, gravidanze e nascite, ha fatto si che
tale tecnica si diffondesse rapidamente,
tanto che oggi non & piu usata solo come un
trattamento per risolvere i casi d'infertilita
maschile, ma anche nei casi in cui si preve-
de il rischio di una mancata fertilizzazione
per cattiva qualita ovocitaria e/o scarso
numero di ovociti recuperati, oppure in caso
di precedente fallimento della fecondazione
in vitro convenzionale (FIVET). Alcuni studi
hanno inoltre recentemente dimostrato che i
difetti d'interazione tra zona pellucida e sper-
matozoo sono la causa di maggior fallimento
nella FIVET (Liu & Baker, 2000). Pertanto in
diversi Centri I'ICSI & diventata attualmente
la scelta esclusiva di fecondazione in vitro,
senza che sia valutata e ponderata bene la
sua reale necessita in ogni singolo caso.
Non si pud dimenticare che molto & ancora
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oscuro sulle possibili conseguenze di tale
tecnica. Con I'lCSI & bypassato il naturale
processo di fecondazione e non sappiamo
ancora cosa cio comporti a livello molecola-
re, anche se apparentemente otteniamo
embrioni e gravidanze del tutto simili a quel-
le ottenute con la FIVET. Olire al fatto che
rimane ancora da studiare I'effetto a lungo
termine su bambini e adulti di una tecnica
che non ha dato spazio alla selezione natu-
rale, molte sono ancora le problematiche
non sufficientemente chiarite riguardo alla
trasmissione delle malattie genetiche e cro-
mosomiche connesse all'infertilita (Hewitson
et al., 1999). Proprio per questo motivo la
genetica pre-impianto sta acquistando un
interesse sempre maggiore nel campo della
medicina riproduttiva, e non dimentichiamo
che occorre anche fare i conti con tutte le
problematiche etiche delle bio-tecnologie
legate al laboratorio ART (Menezo et al.,
2000).

L'entusiasmo che I'ICSI ha portato nel
campo della sterilita dovrebbe forse essere
placato? E' evidente che il suo utilizzo
dovrebbe essere consentito solo nei casi in
cui non esiste un’alternativa efficace, predili-
gendo sempre la Fecondazione in vitro con-
venzionale la dove € possibile.
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